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Streszczenie 
 
Celem pracy było ilościowe i jakościowe oszacowanie występowania bakterii typu 
Chloroflexi w osadzie czynnym w komunalnych oczyszczalniach ścieków oraz powiązanie 
ich występowania z parametrami technologicznymi oraz wskaźnikami technicznymi w 
badanych  reaktorach biologicznych, jak i właściwościami ekofizjologicznymi wykrytych 
grup bakteryjnych. W pracy zbadano poniższe hipotezy i odpowiednio dal każdej z nich 
dowiedziono, co następuje: 
 Część problemów eksploatacyjnych oczyszczalniach ścieków związana jest z 
niezidentyfikowaną dotychczas frakcją bakterii z typu Chloroflexi. Wzrost zawartości 
biomasy określonych szczepów Chloroflexi w kłaczkach osadu czynnego pogarsza ich 
opadalność i przyczynia się do wzrostu wartości indeksu osadu czynnego – potwierdza to 
znaleziona korelacja indeksu osadu  z  bakteriami Chloroflexi oznaczonymi sondami 
GNSB941 oraz CFX109. 
 Na liczebność Chloroflexi powodujących pęcznienie osadu mają wpływ parametry 
technologiczne i wskaźniki techniczne w procesie oczyszczania ścieków oraz źródła 
węgla organicznego w dopływającym ładunku ścieków - bakterie nitkowate są obecne w 
osadzie czynnym polskich, pełnoskalowych oczyszczalni ścieków  i w  prawidłowo 
funkcjonującym obiekcie Chloroflexi stanowią średnio 11% wszystkich bakterii. W 
polskich oczyszczalniach dominują trzy grupy: typ Chloroflexi, rodzaj 
Haliscomenobacter i rodzaj Microthrix. różnice między mikrobiocenozami  reaktorów 
odnotowano głównie w występowaniu lub braku typów 1851 i 0803. Istnieją  silne 
pozytywne zależności pomiędzy bakteriami Ca. „Sarcinathrix spp.”, Ca. 
"Promineofilum" oraz całym typem Chloroflexi (PCA) (także Ca. „Amarilinum spp.”  i 
podgrupa 1 Chloroflexi). Liczebność bakterii morfotypu 1851, Caldilinea oraz  Ca. 
"Defluviifilum spp." łączyła silna pozytywna relacja związana z zawartością fosforanów 
rozpuszczonych w dopływie do oczyszczalni i stężeniem lotnych kwasów tłuszczowych 
w reaktorze, a także temperaturą.  
 Zespół czynników środowiskowych w  reaktorze biologicznym miał wpływ na rodzaje 
bakterii w zespole Chloroflexi oraz  ich wzajemne relacje - znaleziono średnie i silne 
korelacje (liniowe i nieliniowe) pomiędzy grupami Chloroflexi.  
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Dodatkowo udało się ustalić, że 
 Wyniki liczebności bakterii uzyskane metodami sekwencjonowania amplikonu 16S i 
FISH korespondują ze sobą. Technika FISH nie zawsze pozwala wykryć komórki 
bakteryjne,  pokazuje  natomiast które z organizmów były aktywne w momencie poboru 
próbki. Technika NGS lepiej sprawdza się przy wykrywaniu mniejszej liczby bakterii i 
definiowaniu ich filogenezy. 
 Na podstawie cech określonych z zastosowaniem obserwacji mikroskopowych 
przedstawicieli Ca. „Amarilinum  spp.” zaklasyfikowano do typu 0092 wg Eikelbooma. 
Badania MAR-FISH wykazały wysoką specjalizację Amarilinum, odnotowano 
wykorzystanie wyłacznie z monocukrów, wysoki pobór aldoheksoz: glukozy i galaktozy 
oraz mieszany pobór ketozy – fruktozy. 
 System Biolog® EcoPlates może być wykorzystany do rozróżniania mikrobiocenoz 
osadu czynnego, należy zwrócić uwagę na wpływ rozcieńczalnika i homogenizacji na 
intensywność metabolizmu osadu czynnego 
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WPROWADZENIE 
 
Najpowszechniej stosowanym sposobem biologicznego oczyszczania ścieków 
komunalnych jest metoda osadu czynnego. Zespół mikroorganizmów hodowany jest w 
warunkach stałego przepływu ścieków w napowietrzanych reaktorach, wraz z upływem czasu 
biocenoza ta dostosowuje się metabolicznie do warunków panujących w układzie i zyskuje 
wysoką efektywność w procesie oczyszczania ścieków. W skład osadu czynnego wchodzą 
osiadłe i swobodnie pływające pierwotniaki, nicienie, wrotki, a nawet larwy owadów, 
jednakże głównym komponentem są bakterie. To właśnie one przeprowadzają mineralizację 
substancji organicznych dopływających w ściekach, uwalniając mineralne formy węgla, 
fosforu, siarki i azotu związane w zanieczyszczeniach organicznych. W prawidłowo 
działającym  osadzie czynnym bakterie wraz z innymi organizmami łączą się w skupiska, 
tworząc tzw. kłaczki osadu czynnego. Bakterie nitkowate (ich komórki po podziale nie 
ulegają rozdzieleniu i obserwuje się wzrost w postaci nitek, stąd ich nazwa) tworzą szkielet 
kłaczków (czyniąc je mocniejszymi i mniej podatnymi na rozrywanie), a także rozkładają 
polimery organiczne zawarte w ściekach. Jednak nadmierny rozwój bakterii nitkowatych 
powoduje zmianę struktury kłaczków osadu czynnego, wzrasta ich powierzchnia przy 
zachowaniu podobnej masy, a pęcherzyki gazu przyczepiają się do powierzchni nitek, przez 
co pogarszają się właściwości sedymentacyjne osadu. To z kolei zmniejsza efektywność 
pracy osadników wtórnych w oczyszczalniach i nie pozwala odseparować kłaczków osadu od 
oczyszczonych ścieków. Takie zjawisko potocznie zwane jest pęcznieniem/puchnięciem 
osadu czynnego. Występuje również pienienie osadu, zachodzące w reaktorze biologicznym, 
gdy pojawiają się w nim bakterie nitkowate o silnie hydrofobowej powierzchni i zbierają się 
na granicy faz woda-powietrze, tworząc pianę lub kożuch. Kożuch ten może pojawiać się na 
powierzchni różnych komór systemu oczyszczania i jest niezwykle trudny do usunięcia, 
nawet metodami mechanicznymi. W wielu komunalnych i przemysłowych oczyszczalniach 
ścieków bakterie nitkowate powodują pogorszenie właściwości flokulacyjnych i 
sedymentacyjnych osadu, który następnie wynoszony jest wraz z odpływem z osadnika 
wtórnego, co obniża jakość ścieków oczyszczonych i generuje dodatkowe koszty 
eksploatacyjne.  Niestety, zjawisko to nadal nie zostało dogłębnie zbadane, nie udało się 
wskazać konkretnych przyczyn nadmiernego rozwoju wielu gatunków bakterii nitkowatych. 
Powiązanie parametrów technicznych i technologicznych w oczyszczalniach ścieków z 
właściwą identyfikacją oraz kwantyfikacją bakterii nitkowatych może stanowić przełom w 
rozumieniu zjawiska pienienia i/lub pęcznienia osadu czynnego. 
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I. CZĘŚĆ TEORETYCZNA 
 
I.1. Wybór skali badania oraz metody badawczej. 
 
Metoda osadu czynnego jest stosowana w oczyszczaniu ścieków już od ponad wieku. 
Powszechność tej metody, długi okres jej stosowania a także liczne modyfikacje zdecydowały 
także o rozwoju gałęzi nauki skupionej na poznaniu organizmów tworzących biocenozę osadu 
czynnego, w tym bakterii nitkowatych powodujących pęcznienie i/lub pienienie osadu 
czynnego. Pozwoliło to wielu badaczom na testowanie hipotez w różnej skali (badania 
pełnoskalowe, pilotażowe, laboratoryjne) przy wykorzystaniu metod hodowlanych oraz badań 
in situ. Wraz z rozwojem metod badawczych i weryfikacją szeregu hipotez roboczych okazało 
się, że wyniki wcześniejszych badań z wykorzystaniem mikrobiologicznych metod 
hodowlanych nie ukazują pełnej bioróżnorodności populacji bakterii nitkowatych w osadzie 
czynnym, zwłaszcza, że w tej grupie przeważają organizmy niehodowalne. Brak wzrostu na 
pożywkach mikrobiologicznych i bardzo częsty brak możliwości izolacji czystych kultur 
bakterii nitkowatych ograniczają, lub wręcz uniemożliwiają możliwości badania ich fizjologii 
(Lee i wsp., 1999; Muszyński i Miłobędzka 2016; Nielsen i wsp., 2009a). Choć jak opisują 
Miłobędzka i wsp. (2016) w późnych latach 1990 to właśnie udane izolacje szeregu szczepów 
bakterii nitkowatych z osadu czynnego hydrofobowych bakterii: Gordonia spp. przez 
Blackall i wsp. (1994), Seviour i wsp. (1994; 1990) w Australii oraz Microthrix parvicella we 
Włoszech przez  Tandoi i wsp. (1998) były ważnym krokiem w zrozumieniu zjawiska 
pęcznienie i pienienia osadu czynnego.  
Metody niehodowlane pozwalają wykryć o wiele więcej organizmów niż metody 
hodowlane (zwykle można nimi zidentyfikować tylko ok. 1% spośród wszystkich 
mikroorganizmów osadu czynnego). Nie wszystkie bakterie rosną w warunkach 
laboratoryjnych na przygotowanych do tego pożywkach. Dlatego obecnie w badaniach 
środowisk naturalnych wykorzystuje się metody molekularne (Amann, Glöckner, Neef, 1997; 
Martins i wsp., 2004; Nielsen i wsp., 2010; Nielsen i wsp., 2009b). Skoro w badaniach 
mikroorganizmów osadu czynnego na przeróżnych podłożach nie można było poznać pełnej 
różnorodności tej biocenozy, a niektóre gatunki w ogóle nie miały swojej reprezentacji, 
niemożliwe było ich zidentyfikowanie, a co dopiero określenie jakichkolwiek ich właściwości 
i funkcji.   
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Dopiero opracowanie procedur, pozwalających badać zbiorowisko organizmów osadu 
czynnego niehodowlanymi metodami molekularnymi, pozwoliło na pozyskanie informacji 
niezbędnych do właściwej  identyfikacji bakterii nitkowatych, a także do określenia 
przynależności filogenetycznej organizmów nitkowatych bytujących w oczyszczalniach 
ścieków. Przyczyniło się do tego zwłaszcza użycie fluroescencyjnej hybrydyzacji in situ 
(FISH, ang.: Fluorescence In Situ Hybridization) z oligonukleotydowymi sondami 
skierowanymi na aktywne komórki posiadające określone przez sondę i dostatecznie liczne 
rybosomalne RNA  (rRNA). FISH pozwala na wizualizację mikroorganizmów przy pomocy 
mikroskopu epifluorescencyjnego lub konfokalnego, a także kwantyfikację bakterii bez 
wcześniejszej izolacji (Amann i wsp. 1990). Dzięki tej metodzie nastąpiła rewolucja w 
rozumieniu funkcjonowania ekosystemów mikrobiologicznych (Miłobędzka i wsp., 2016; 
Nielsen i McMahon, 2014). Z kolei połączenie FISH i mikroradioaudiografii (MAR, ang.: 
Microautoradiography) umożliwiło zbadanie ekofizjologii bakterii nitkowatych (Lee, i wsp., 
1999; Nielsen i wsp., 2009a). Badania ekofizjologii w warunkach in situ na populacjach 
bakterii osadu czynnego techniką MAR-FISH pozwoliły połączyć razem informacje o 
większości bakterii nitkowatych z pobieranymi przez nie rodzajami substratów, akceptorami 
elektronów, wydzielanymi egzoenzymami oraz wieloma innymi aspektami ich 
funkcjonowania w biocenozie osadu czynnego (Eales i wsp., 2006; Eales i wsp., 2005; 
Kragelund i wsp., 2006; Kragelund i wsp., 2007a; Kragelund i wsp., 2007b; Nielsen i wsp., 
2005). 
Czynnikiem mogącym bardzo szybko wpływać na skład mikrobiologiczny osadu 
czynnego w systemach ze zwiększonym usuwaniem fosforu (EBPR, ang.: Enhanced 
Biological Phosphorus Removal) jest obecność w dopływających ściekach określonych 
związków organicznych (Nielsen i wsp., 2010). Nawet w warunkach laboratoryjnych 
wieloskładnikowy dopływ substratów organicznych w ściekach może znacznie zmienić 
kompozycję mikrobiologiczną osadu. W badaniach Hesselmann i wsp. (1999) w reaktorach 
sekwencyjnych (SBR, ang.: sequencing batch reactor) zasilanych wieloskładnikowymi 
substratowo ściekami, zawierającymi mieszaninę organicznych substratów, wykryto większą 
różnorodność niż w analogicznym reaktorze zasilanym tylko octanem, zbliżoną do tych 
opisywanych w oczyszczalniach pełnoskalowych. Potwierdza to tezę Levantesi i wsp. (2002), 
iż różnorodność bakterii w reaktorach laboratoryjnych, zasilanych jednym źródłem węgla w 
wyniku konsekwentnych długoterminowych presji selektywnych jest raczej niewielka.  
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Beer i wsp. (2006) zbadali próbki osadów czynnych z dziewięciu pełnoskalowych 
oczyszczalni w Australii i stwierdzili, że prawdopodobnie ze względu na złożoność i 
różnorodność chemiczną substratów w ściekach kompozycja mikrobiocenoz w 
oczyszczalniach pełnoskalowych była inna aniżeli w reaktorach laboratoryjnych zasilanych 
sztucznymi ściekami (Muszyński i wsp., 2012). 
Zgodnie z teorią dynamiki nieliniowej, dwa bioreaktory laboratoryjne, pracujące w 
identycznych warunkach zewnętrznych, prawie nigdy nie działają w tym samym punkcie 
roboczym (Curtis, Head, Graham, 2003). Flowers i wsp. (2009) przeprowadzili badania w 
dwóch laboratoryjnych reaktorach zasilanych sekwencyjnie, przy zasadniczo tych samych 
parametrach operacyjnych. Obydwa reaktory osiągnęły równie wysoką skuteczność usuwania 
fosforu, jednak w jedynym reaktorze dominowały bakterie Accumulibacter spp.  klad IA, a w 
drugim klad IIA. Autorzy nie potrafili wyjaśnić, dlaczego mimo identycznych warunków 
operacyjnych reaktory wykazywały tak różne kompozycje Accumulibacter. Być może miało 
to związek z faktem, że w podobnych środowiskach mogą występować rożne reakcje, 
szczególnie w systemach laboratoryjnych, gdzie i bogactwo gatunków, i różnorodność 
funkcjonalna są dalece mniejsze niż w przypadku oczyszczalni ścieków (Botton i wsp., 2006; 
Muszyński i wsp., 2012). 
 W trakcie wieloletnich badań osadu czynnego udało się wywnioskować, że 
eksperymenty w skali laboratoryjnej oraz ich wyniki nie mogą być bezpośrednio i w pełni 
rozszerzane na pełnoskalowe systemy oczyszczania ścieków, ponieważ niektóre grupy 
bakteryjne są wykrywane głównie w reaktorach laboratoryjnych. W systemach 
laboratoryjnych zasilanych syntetycznymi ściekami, działających w sztucznie 
kontrolowanych warunkach, bakterie doświadczają presji selekcyjnej znacznie różniącej się 
od tej spotykanej w systemach pełnoskalowych. Kontrola i utrzymywanie konkretnych 
warunków operacyjnych zmniejszają liczbę nisz ekologicznych dostępnych dla bakterii. 
Przykładowo, He i wsp. (2007) zbadali dwa SBR w skali laboratoryjnej zaszczepione osadem 
pochodzącym z również badanych obiektów pełnoskalowych zasilanych octanem oraz 
dziewięć pełnoskalowych w oczyszczalniach z procesem EBPR. W reaktorach 
laboratoryjnych wykryto tylko dwa klady Accumulibacter, natomiast w każdej z badanych 
oczyszczalni obecne były co najmniej trzy ich klady. He z zespołem (2007) zasugerowali, że 
silna selektywna presja w laboratoryjnym SBR, wspomogła rozwój Accumulibacter, co 
więcej wygrały one konkurencję nie tylko bakteriami innymi niż PAO (ang.: Polyphosphate-
Accumulating Organisms – bakterie akumulujące fosfor), ale także innymi PAO, a nawet 
innymi kladami gatunku Accumulibacter.  
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Badanie to wskazało, że większa złożoność i wahania czasowe składu ścieków oraz warunki 
operacyjne w pełnoskalowych systemach EBPR tworzą znacznie więcej mikronisz 
ekologicznych dla blisko spokrewnionych metabolicznie grup bakteryjnych. Zdaje się, że 
zmiany w wartościach parametrów zapewniają w osadzie czynnym w pełnoskalowych 
obiektach większą nadmiarowość funkcjonalną i bardziej stabilną oraz odporną - elastyczną 
biocenozę bakteryjną. Zgodne jest to z hipotezą "nadmiaru i ubezpieczenia" głoszącą, iż 
funkcje ekologiczne różnych zespołów bakterii mogą zachodzić na siebie. Oznacza to 
stabilność systemu nawet w przypadku wyeliminowania niektórych szczepów, ponieważ ich 
funkcję będą nadal podejmować inne gatunki (Botton i wsp., 2006; Wittebolle i wsp., 2009; 
Wojnowska-Baryła, Cydzik-Kwiatkowska,  Zielińska, 2010). Zatem różnorodność 
funkcjonalna i genotypowa zwiększa prawdopodobieństwo odnowy i reorganizacji, a 
eliminacja zbędnych gatunków nie oznacza utraty funkcji w systemie. W systemach 
pełnoskalowych krótkotrwałe zmiany składu ścieków zapewniają dopływ różnorodnych 
substratów węglowych do różnych grup funkcyjnych  (Nielsen i wsp., 2010, Ziembińska i 
wsp., 2007) wpływa to na zwiększenie liczby równouprawnionych grup bakteryjnych, przez 
co system potencjalnie może sobie radzić z perturbacjami środowiskowymi przy zachowaniu 
pełnej funkcjonalności. Natomiast w systemach laboratoryjnych, ze względu na stały rodzaj i 
stężenie substratu węglowego, wyspecjalizowane biocenozy mają niską różnorodność 
genetyczno-funkcjonalną (niespotykaną w warunkach naturalnych lub pełnoskalowych) i nie 
są reprezentatywne dla systemów pełnoskalowych (Muszyński i wsp., 2012). Również z 
badań Muszyńskiego i wsp. (2012) udało się wysnuć wnioski, iż niektóre grupy bakterii są 
wykrywane głównie w reaktorach laboratoryjnych, a w takim razie ich znaczenie w 
pełnoskalowych systemach oczyszczania ścieków jest wątpliwe. Stąd też inferencje, że 
wykorzystanie wiedzy mikrobiologicznej o strukturze i funkcjach biocenozy osadów 
czynnych, uzyskanych w wyniku badań laboratoryjnych, w celu zaprojektowania i/lub obsługi 
pełnoskalowych systemów oczyszczania ścieków w celu wzbogacenia ich w konkretną grupę 
bakterii (w tym przypadku akumulującą fosforany) może być zwodnicze. A strategie 
operacyjne oparte na wynikach eksperymentów laboratoryjnych rzadko sprawdzają się w 
innej skali i warunkach. Bardziej rozsądne wydaje się wnioskowanie oraz tworzenie 
wytycznych dotyczących obsługi takiego systemu na podstawie badań prowadzonych w 
pełnej skali. 
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W związku z niemożnością zastosowania metod hodowlanych oraz licznymi wadami 
badań w skali laboratoryjnej, a także brakiem środków do budowy systemu oczyszczania 
ścieków w skali pilotażowej w niniejszej pracy zdecydowano o zastosowaniu metod 
niehodowlanych w badaniu osadu czynnego z reaktorów pełnoskalowych w celu wykrycia, 
identyfikacji i kwantyfikacji bakterii nitkowatych oraz połączenia zmian w ich liczebności ze 
zmianami w wartościach parametrów technologicznych i wskaźników technicznych w 
badanych obiektach, a także parametrami ścieków dopływających. 
 
I.2. Metody molekularne - wskazanie obszaru zastosowania oraz możliwości właściwej 
interpretacji danych uzyskanych przy ich użyciu wyników. 
 
 Zastosowanie metod hodowlanych pozwala izolować zwykle nie więcej aniżeli 1-
10% wszystkich bakterii osadu czynnego, co nie oddaje w pełni różnorodności tych zespołów 
mikroorganizmów.  Z tego powodu izolacji i identyfikacji grup bakterii nitkowatych osadu 
czynnego (odpowiedzialnych za pęcznienie i/lub pienienie) lepiej jest dokonać za pomocą 
technik molekularnych. Od stosunkowo niedawna w badaniach osadu czynnego stosuje się 
techniki FISH, reakcja łańcuchowa polimerazy (PCR, ang.: Polymerase Chain Reaction), 
DGGE (ang.: Denaturating Gradient Gel Electrophoresis), sekwencjonowania amplikonu 
16S rRNA. Pojawienie się metod molekularnych, jak np. PCR stanowiło prawdziwą 
rewolucję w badaniu różnorodności bakterii niehodowlanych, PCR i sekwencjonowanie są 
używane już od dziesięcioleci przy badaniu występowania, różnorodności oraz ekspresji 
genów w środowisku osadu czynnego i już nie raz pozwoliły na identyfikację kluczowych 
mikroorganizmów zaangażowanych w procesy usuwania biogenów, jak np. przemian azotu 
(Ferrera i Sánchez, 2016). Badania z ich wykorzystaniem wykazały dużą różnorodność grup 
filogenetycznych bakterii w osadzie czynnym. Dodatkowo analiza składu biocenozy osadu 
czynnego w oczyszczalniach ścieków dzięki zastosowaniu tych techniki jest prosta i 
wiarygodna. Badania oparte na analizie materiału genetycznego są niezwykle czułe i 
powtarzalne, a co ważniejsze, w przeciwieństwie do tradycyjnych technik mikroskopowej 
analizy osadu czynnego nie są zależne od rezultatów hodowli mikroorganizmów na 
podłożach mikrobiologicznych. Ponadto, brak etapu hodowli znacznie przyśpiesza tę 
procedurę (Raszka, Ziembinska i Wiechetek, 2009).  
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Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ pozwala wykryć za pomocą znakowanej 
fluorescencyjnie sondy oligonukleotydowej określoną sekwencję DNA (kwas 
deoksyrybonukleinowy) lub RNA (kwas rybonukleinowy). Metoda ta nie wymaga 
wcześniejszej hodowli i izolacji bakterii ze złożonego systemu, jakim jest osad czynny. W 
stosunkowo krótkim czasie umożliwia określenie przestrzennego rozkładu, liczby 
identyfikowanych organizmów i ich przynależności filogenetycznej (Nielsen, Daims i 
Lemmer, 2009). Zasada techniki FISH polega na przeniknięciu do całych komórek bakterii 
znakowanych fluorescencyjnie sond i ich hybrydyzacji z rRNA. Utrwalacze na bazie 
aldehydów lub/i alkoholi pomagają uzyskać odpowiednią selektywną przepuszczalność ścian 
i błon komórkowych badanych mikroorganizmów. W kolejnych etapach procedury nici 
kwasów rybonukleinowych ulegają denaturacji w odpowiednich buforach i temperaturze, 
następnie sondy w ciągu jednej do kilku godzin hybrydyzują z RNA. Ostatnim krokiem jest 
płukanie mające na celu usunięcie z komórki niezwiązanych fragmentów sond i tych, które 
związały się w sposób niespecyficzny. Tak przygotowaną próbkę poddaje się analizie przy 
użyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Amann i wsp., 1997).  
Materiał genetyczny jest obecny w komórkach, jednak jego ilość jest ograniczona, 
stąd często przed dalszymi badaniami powiela się liczbę jego kopii z zastosowaniem reakcji 
PCR. Reakcja ta jest bardzo czuła i wydajna, pozwala na uzyskanie 106-109 razy więcej kopii 
DNA niż w próbce wyjściowej w czasie już kilku godzin. Uzyskane produkty trafiają do 
analiz technikami elektroforetycznymi oraz sekwencjonowania. Procedura obejmuje 
przygotowanie mieszaniny reakcyjnej z materiału powielanego – matrycowe DNA, pary 
starterów (dobrane na podstawie literatury lub zaprojektowane na podstawie sekwencji z 
banków genowych), deoksynukleotydów (deoksynukleozydo-trifosforany), termostabilnej 
polimerazy DNA (enzym rozpoczynający reakcję) oraz buforu. Gotowa mieszanina 
ogrzewana jest do temperatury odpowiedniej dla fazy cyklu i powtarzana w 25-40 cyklach. 
Pojedynczy cykl złożony jest z kolejnych faz: denaturacja - nici DNA zostają rozplecione w 
wyniku działania wysokiej temperatury; hybrydyzacja ze starterami - tworzenie 
dwuniciowych odcinków złożonych z przygotowanych starterów, oskrzydlających gen 
mający ulec namnożeniu i matrycy; wydłużanie łańcucha DNA – polimeraza DNA 
dobudowuje komplementarne nici, zaczynając od końca 3’; przyłączanie to następuję w 
każdym cyklu reakcji, w efekcie po reakcji powielony fragment znajduje się między 
starterami. Każdy z powyższych etapów reakcji następuje w innej temperaturze, proces 
prowadzony jest w termocyklerze. Liczba kopii DNA ulega podwojeniu po każdym z cykli – 
do każdej z dwóch, rozplecionych  nici dobudowana jest druga (Raszka i wsp., 2009). 
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Podstawowym nośnikiem informacji genetycznej organizmów eukariotycznych, 
prokariotycznych, archeonów oraz niektórych wirusów jest kwas deoksyrybonukleinowy. 
Sekwencjonowanie DNA jest obecnie jedną z podstawowych technik biologii molekularnej 
i diagnostyki mikrobiologicznej. Stosowane oprogramowanie pozwala nie tylko na składanie 
sekwencji oraz gromadzenia danych, ale także analizowanie uzyskanych sekwencji, np. 
rozpoznawanie sekwencji kodujących, poszukiwanie sekwencji podobnych, porównywanie 
genomów albo przewidywanie struktur białek (Mackiewicz, Zakrzewska-Czerwinska i 
Cebrat, 2005). Sekwencjonowanie dla wielu gatunków prokariotycznych może zastępować 
badania z użyciem żywych kultur, zwłaszcza w przypadku szczepów niehodowlanych lub 
trudnych do izolacji prokariotów, do których zaliczają się także bakterie nitkowate w osadzie 
czynnym (Whitman, 2015). 
Technika sekwencjonowania DNA dostarcza informacji o kolejności nukleotydów, 
odpowiadającej za różnice w jego budowie i funkcjonowaniu, charakterystycznej dla danego 
mikroorganizmu. Materiał wyjściowy w analizie stanowi pula identycznych, jednoniciowych 
cząstek DNA wraz z odpowiednimi starterami i dideoksyrybonukleotydami (w pozycji 3’ 
brak grupy hydroksylowej niezbędnej do tworzeni wiązania z kolejnym nukleotydem) - po 
przyłączeniu do syntetyzowanej nici pozwalają na jej dalsze wydłużanie. Następnie dokonuje 
się bezpośredniego i zautomatyzowanego odczytu sekwencji; rejestrowana jest kolejność 
wbudowywanych nukleotydów w czasie syntezy nowej nici (Raszka i wsp., 2009). Pewną 
modyfikację metody stanowi sekwencjonowanie następnej generacji (NGS, ang.: Next 
Generation Sequencing), polegające na jednoczesnym sekwencjonowaniu powielonych 
cząsteczek DNA na jednym mikrochip’ie. W tej technologii występują powtarzalne cykle 
(wydłużenie łańcucha o 1 zasadę), wydłużania łańcucha matrycowego DNA przez polimerazę 
i następnie odcięcia znakowanego terminatora. W takim cyklu przyłączane są cztery 
nukleotydy, a każdy znakowanym jest innym kolorem terminatora. Opisywana technika 
pozwala na precyzyjny odczyt sekwencji z dokładnością > 99.9 % dla pojedynczej zasady, co 
jest poziomem nieosiągalnym dla jakiejkolwiek innej metody laboratoryjnej uzyskiwania 
informacji genetycznej dowolnych organizmów czy to w postaci genomów, transkryptomów, 
czy epigenomów. Obecnie badania metagenomowe są powszechnie stosowane w badaniach 
prokariotycznego 16S rRNA. System MiSeq w analizach metagenomicznych, służących do 
określenia liczebności i rodzaju mikroorganizmów w próbie środowiskowej, nie tylko 
pozwala na uzyskanie genomu z poszczególnych mikroorganizmów, ale też eliminuje 
konieczność hodowli laboratoryjnej.  
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Dodatkowo platforma MiSeq użyta do sekwencjonowania amplikonów umożliwia otrzymanie 
pokrycia nawet rzędu kilkuset tysięcy (zwykle pokrycie rzędu 20-30x, czyli dana zasada w 
DNA zostanie odczytana 20-30 razy), tymczasem sekwencjonowanie metodą Sangera daje 
maksymalnie jedynie dwukrotne pokrycie (oficjalna strona internetowa Poznańskiego Parku 
Naukowo-Technologicznego). 
 PCR pozwala nie tylko poznać różnorodność głównych grup zaangażowanych w 
biologiczne oczyszczanie ścieków, ale pokazuje także jak kształtuje się różnorodność 
genetyczna w odniesieniu do badanych parametrów środowiskowych. Niestety technika ta nie 
jest wolna od ograniczeń i niektóre zafałszowania powiązane z amplifikacją oraz starterami 
znacznie ograniczają możliwość ilościowego wykorzystania metody. Największe trudność 
dostrzega się w projektowaniu starterów dla osadu czynnego z wysokim zróżnicowaniem 
funkcjonalnym genów. Problemy te zostały wyeliminowane w zastosowaniu FISH (Ferrera i 
Sánchez, 2016; Nielsen i wsp., 2009a). Badania molekularne umożliwiają zarówno 
jakościową, jak i ilościową analizę składu biocenozy osadu czynnego. Technika FISH 
pozwala na ocenę jakościową i ilościową bakterii nitkowatych występujących w osadzie, ale 
też umożliwia porównanie ich liczebności oraz składu populacji danego morfotypu w różnych 
oczyszczalniach; również z uwzględnieniem bakterii znajdujących się wewnątrz kłaczków 
osadu czynnego.  Analizę ilościową prowadzi się dzięki obróbce komputerowej zdjęć z 
mikroskopu epifluorescencyjnego. Oprócz szukanego organizmu przy opracowywaniu 
wyników można wykryć i odnieść się do wszystkich bakterii (Raszka i wsp., 2009).  
 Kwantyfikacji można dokonać również przy wykorzystaniu technik 
sekwencjonowania. Ponieważ sekwencjonowanie DNA służy do ustalenia liczby 
specyficznych wzorów –  „odcisków palców” (ang.: finger-prints)  każdej bakterii w próbce, 
używa się ich także do szacowania liczebności gatunków bakteryjnych. Jednak, by ocena 
liczebności była rzetelna, należy zmierzyć przynajmniej 50000 „odcisków palców” dla każdej 
próbki. Liczebność gatunku to liczebność bakteryjnego genu 16S rRNA dla każdej bakterii. 
Na liczebność wpływają takie czynniki jak: liczba kopii, efektywność wykorzystanych 
starterów oraz specyfika ekstrakcji DNA, która niekoniecznie oddaje rzeczywistą liczebność 
in situ. 
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I.3. Bakterie z typu Chloroflexi i możliwości ich identyfikacji 
 
 Typ Chloroflexi to najogólniej rzecz ujmując zielone, niesiarkowe bakterie, grupa ta 
jest odrębna filogenetycznie i zawiera tylko sześć klas (Chloroflexi (Garrity i Holt, 2001), 
Anaerolineae (Yamada i wsp., 2006), Caldilineae (Yamada i wsp., 2006), Ktedonobacteria  
(Yabe i wsp., 2011), Dehalococcoidetdia (Löffler i wsp., 2013), Thermomicrobia (Garrity i 
Holt, 2001)) o różnorodnych cechach metabolicznych. Najbardziej znanymi bakteriami są 
beztlenowe fototrofy Chloroflexus. Spośród hodowlanych Chloroflexi większość to termofile, 
których wiele można znaleźć w matach mikrobiologicznych w gorących źródłach. Chloroflexi 
obejmują Chloroflexus i im pokrewne grupy, wykazujące właściwości charakterystyczne 
zarówno dla purpurowych bakterii fototroficznych jak i zielonych bakterii siarkowych oraz 
Thermomicrobium - chemotrofów wytwarzających nietypowe lipidy (Madigan i wsp., 2014). 
Chloroflexi są wykrywane często i w niezwykle różnorodnych środowiskach takich jak gleby, 
gorące źródła na lądzie, głębinowe otwory hydrotermalne i gąbki morskie. Do opisywanego 
typu zalicza się też wiele różnorodnych niesklasyfikowanych sekwencji środowiskowych 
klonów (Kawaichi i wsp., 2017). Bakterie z typu Chloroflexi zidentyfikowano technikami 
metagenomiki w wielu środowiskach, poczynając od osadów dennych ze środowisk wodnych 
(słodko i słonowodnych) na osadzie czynnym kończąc (Blazejak i Schippers 2010, Nielsen i 
wsp., 2010, Hugenholtz i wsp., 2012 , Kadnikow i wsp., 2012). Aktualnie poznanych jest 19 
kompletnych genomów Chloroflexi. W przypadku szczepów Dehalococcoides mccartyi z 
niewielkimi (około 1,3 MB) genomami do olbrzymiego 13,7 Mb genomu z tlenowego 
szczepu SOSP1-2 Ktedonobacter racemifer (Kube i wsp., 2005; McMurdie i wsp., 2009; 
Seshardi i wsp., Löffler i wsp. 2012, Chang i wsp., 2011; Hug i wsp., 2013). Inną cechą 
wyróżniającą bakterie Chloroflexi jest nitkowata morfologia – wszystkie organizmy z klas 
Chloroflexi, Anaerolineae, Caldilineae, i Ktedonobacteria  (Kawaichi i wsp., 2017). 
 Niektóre grupy bakterii nitkowatych powszechnie występują w oczyszczalniach 
ścieków – Chloroflexi (wśród nich dotychczas najliczniej opisywane typy  0041,  0092 oraz 
1851); Candidatus ‘Microthrix parvicella’oraz Mycolata (Actinobakterie), morfotyp 
Nostocoida limicola głownie wśród Alphaproteobakterii; Thiothrix i typ 021N 
(Gammaproteobakterie), cechy tych i innych bakterii nitkowatych przedstawiono w Tabeli 1. 
 W osadzie czynnym udało się wykryć wiele różnych bakterii nitkowatych oraz 
sklasyfikować je na podstawie cech morfologicznych do morfotypów przy użyciu kluczy 
Eikelboom’a (2000) i Jenkins’a i wsp. (2004). 
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 A na podstawie informacji o ekofizjologii bakterii nitkowatych pozyskanych w badaniach in 
situ Nielsen i wsp. (2009) wyróżnili cztery grupy ekofizjologiczne: bakterie korzystające z 
szerokiego spektrum substratów rozpuszczonych; bakterie hydrolizujące polimery; bakterie 
nitkowate prowadzące fermentację; bakterie mogące tworzyć pianę (Tabela 1). 
 Chloroflexi często są najliczniejszą grupą bakterii nitkowatych w osadzie czynnym, 
szacowano, że stanowią nawet 30% bioobjętości w systemach EBPR (Beer i wsp., 2006; 
Kong i wsp., 2008; Morgan-Sagastume i wsp., 2008; Nielsen i wsp., 2010; Kragelund i wsp. 
2011). Bakterie typu Chloroflexi są ważnymi organizmami hydrolizującymi białka, 
wydzielają one egzoenzymy (esterazy, fosfatazy, glukuronidazy, galaktozydazy, chitynazy i 
proteazy) zwiększające dostępność metaboliczną polisacharydów, białek i inne złożonych 
makrocząsteczek. Bakterie nitkowate Chloroflexi zwykle nie powodują poważnych 
problemów eksploatacyjnych, gdyż są ukryte wewnątrz kłaczków osadu czynnego. Zdarza się 
jednak, że liczebność pewnych gatunków Chloroflexi wzrasta modyfikując strukturę 
kłaczków - tworząc otwarte struktury pogorszając właściwości sedymentacyjne osadu 
czynnego. Chloroflexi mogą obejmować morfotypy 0041, 0092, 0803, 1701, 1851 i 
Nostocoida limicola. Część z nich pokrywa epiflora bakteryjna, są to morfotypy 0041, 1851 i 
1701 (Nielsen i wsp., 2010, Miłobędzka i Muszyński, 2015). 
Wpływ Chloroflexi na strukturę kłaczka zależy od gatunku bakterii. Niektóre bakterie z tego 
typu mogą stanowić strukturę wewnętrzną – szkielet kłaczka osadu, niezbędny element, do 
którego dołączają mikrokolonie. Z kolei inne, takie jak typy 0803, 0092 i 1851 mogą 
występować na krawędziach kłaczków i wystawać do cieczy, otwierając strukturę kłaczka, 
czyniąc go podatnym na flotację. Gdy te grupy zaczynają liczebnie dominować w osadzie 
mogą powodować problemy operacyjne związane ze złymi właściwościami 
sedymentacyjnymi osadu (Kragelund i wsp., 2011). 
 W celu sklasyfikowania bakterii nitkowatych do morfotypów opracowano klucze 
identyfikacyjne (Cenens, Jenné i Van Impe, 2002; Cenens i wsp. 2002; Contreras, Giannuzzi i 
Zaritzky, 2004; Eikelboom, 1975, 2000; Jenkins i wsp., 2004). Pomimo kilku ograniczeń, to 
narzędzie metodyczne pozwala na identyfikację bakterii nitkowatych, niestety, nadal z 
pewnym marginesem pewności (Martins i wsp., 2004). Identyfikacja tą metodą jest 
nieskomplikowana, jednak uzyskana „tożsamość” bakterii jest niejednoznaczna – jeden 
morfotyp, który może obejmować kilka grup filogenetycznych (Tabela 2).
56 
 
Tabela 1. Grupy ekofizjologiczne bakterii nitkowatych występujących w osadzie czynnym i dobrane dla nich 
metody zwalczania pęcznienia lub pienienia osadu czynnego w zależności od właściwości ekofizjologicznych 
bakterii nitkowatych,  na podstawie Nielsen i wsp. (2009), Wanner i wsp. (2009), Nielsen i wsp. (2010), 
Kragelund i wsp. (2011), Muszyński i Miłobędzka (2016).  
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Objaśnienia: +: stwierdzono; –: nie stwierdzono; (): stwierdzono częściowo (niektóre tak, inne nie); ↓: obniżona 
aktywność; Chit: chitynazy; ; LKT: lotne kwasy tłuszczowe; DKT: długołańcuchowe kwasy tłuszczowe; Est: 
esterazy; Gal: galaktozydazy; Glu: glukuronidazy; Lip: lipazy; nb: nie badano; Phos: fosfatazy; Prot: proteinazy, 
PAX- chlorek poliglinu. 
 
Co istotne, rzadko morfotyp i rodzaj bakterii są równorzędne, jak dla Beggiatoa spp., 
Leucothrix spp., Sphaerotilus spp. i Leptothrix spp.  Morfotyp utworzono ze względu na 
właściwości morfologiczne, a nie relacje filogenetyczne, a zatem zgrupowano razem bakterie 
o różnej fizjologii mogące podejmować odmienne funkcje w systemie osadu czynnego. Co 
ciekawe w klasyfikacji morfotypów bakterii nitkowatych nie ma opisu pasującego do 
ogólnych cech bakterii z typu Chloroflexi.  
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Tylko dwóch spośród morfotypów w/w bakterii nie sposób pomylić z przedstawicielami 
Chloroflexi. Chodzi o Mycolata (typowy, rozgałęziony regularny kształt) oraz  Typ 1701 
(Muszyński i Miłobędzka, 2016). Obecnie wiadomo, że tylko kilka gatunków może być 
zidentyfikowanych na podstawie cech morfologicznych w wiarygodny sposób, są to Thiothrix 
spp. Candidatus "Microthrix parvicella", oraz nieliczni przedstawiciele Mycolata (Soddell i 
Seviour, 1990, Nielsen i wsp., 2009a).  
 
Tabela 2. Morfotypy bakterii nitkowatych i typy filogenetyczne, do których klasyfikuje się ich przedstawicieli 
występujące zwykle w osadzie czynnym, na podstawie Kragelund i wsp. (2009), Nittami i wsp.(2009), Wanner i 
wsp. (2010) i Kragelund i wsp. (2011) oraz Muszyński i Miłobędzka (2016). 
Morfotyp 
Typy filogenetyczne, 
do których mogą w istocie przynależeć bakterie sklasyfikowane 
do danego morfotypu 
Typ 0041/0675 Betaproteobacteria, Chloroflexi 
Typ 0092 Bacteroidetes, Chloroflexi 
Typ 021N 
Alphaproteobacteria, Firmicutes, Betaproteobacteria, 
Chloroflexi, Chloroflexi 
Typ 0803 Betaproteobacteria, Chloroflexi 
Typ 1851 Betaproteobacteria, Chloroflexi 
Haliscomenobacter hydrossis Bacteroidetes, Chloroflexi 
Microthrix parvicella 
Actinobacteria (Candidatus ‘M. parvicella’oraz Candidatus ‘M. 
Calida’), Chloroflexi (nieznane gatunki) 
Nostocoida limicola 
Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, 
Gammaproteobacteria, Planctomycetes, Proteobacteria 
Thiothrix Gammaproteobacteria, Chloroflexi (bez porostu) 
 
Dlatego zaleca się szybkie badanie wstępne metodą konwencjonalną oraz 
potwierdzenie lub podważenie jej wyników z użyciem FISH. Do monitorowania zespołów 
bakteryjnych w oczyszczalniach ścieków można wykorzystać również inne techniki, takie jak 
Q-PCR (ang.: quantitative; PCR w czasie rzeczywistym) lub DNA-chip (mikromacierz DNA, 
chip DNA) (Elkelboom i Geurkink, 2002).  
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Metody molekularne mogą być stosowane do korygowania identyfikacji bakterii nitkowatych 
i powinny być stosowane razem z konwencjonalną mikroskopią świetlną, aby wybrać 
odpowiednią strategię kontroli pęcznienia osadu czynnego (Martins i wsp., 2004). Jednak nie 
opisano wielu konkretnych, specyficznych problemów związanych z błędną identyfikacją, 
chociaż ryzyko błędu przy użyciu klucza Eikelboom’a jest powszechnie znane. Dodatkowo 
konwencjonalna identyfikacja bakterii nitkowatych jest trudna, gdy ukryte są one w kłaczkach 
osadu. Co prawda izolacja może odbywać się za pomocą mikromanipulatorów, które 
umożliwiają wybór dominujących liczebnie w osadzie bakterii nitkowatych, ale wymaga 
specjalistycznego i kosztownego sprzętu, a często dodatkowej wstępnej obróbki osadu 
(Kocwa-Haluch i Woźniakiewicz, 2011; Snaidr i wsp., 2002). 
Badanie Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2014) wykazało, że konwencjonalna metoda 
nie jest wiarygodna, ponieważ wyniki barwienia Grama i Neissera mogą być zmienne, a 
morfotypy Haliscomenobacter hydrossis i typ 0092 mogą być łatwo mylone. W opisanej 
analizie mimo wstępnej klasyfikacji wg Eikelboom’a (2000) i Jenkins’a i wsp. (2004) 
badanego morfotypu jako typu 0092, metoda FISH wykluczyła obecność typu 0092 w 
próbkach osadu. W opisywanym eksperymencie we wstępnej identyfikacji metodą 
Eikelboom’a dokonano reklasyfikacji badanego morfotypu z H. hydrossis na typ 0092 na 
podstawie wyników barwienia Neissera. Miało ono wynik typowy dla 0092, ponieważ 
Candidatus 'N. Limicola’ (Tetrasphaera spp.) i typ 0092 są jedynymi bakteriami nitkowatymi 
barwiącymi się całkowicie na barwę liliową/szaroniebieską (Seviour i Nielsen, 2010). Typ 
Chloroflexi (hybrydyzujący z sondą oligonukleotydową CFXmix) był nieliczny w badanej 
próbce i reprezentowany przez cienkie nitki, które występowały tylko sporadycznie  i to 
wewnątrz kłaczków. Nitki typu 0092 mają bardzo różne cechy morfologiczne; hybrydyzują 
wyłącznie ze specyficzną sondą CFX197 (nie zaobserwowano pozytywnego sygnału), a nie z 
sondą ogólną EUBmix. Zastosowanie sondy dla H. hydrossis (HHY654) wykazało, że badany 
morfotyp  to w istocie gatunek H. hydrossis z typu Bacteroidetes.  
Wśród opisywanych, często występujących błędów wymienia się także błędną 
identyfikację cienkich nitek (podobnych do igieł) jako H. hydrossis zamiast do typu 
Chloroflexi (Björnsson i wsp., 2002). 
Przy okazji identyfikacji mikroorganizmów nitkowatych z użyciem konwencjonalnej 
metody często określa się także ich liczebności w oparciu o indeks bakterii nitkowatych.  
Metoda ta polega na porównaniach badanych pól widzenia z mikrofotografiami 
referencyjnymi, przedstawiającymi arbitralne różnice w zagęszczeniu bakterii pomiędzy 
danymi kategoriami. 
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 Takiej oceny liczebności w każdym ośrodku badawczym dokonuje ktoś inny, a zatem już 
sama ocena narażona jest na brak obiektywizmu. Z tego powodu nie powinno się 
porównywać liczebności bakterii nitkowatych sklasyfikowanych do w różnych morfotypów 
lub kategorii. Kolejnym mankamentem procedury jest fakt, iż pozwala ona szacować jedynie 
liczebność bakterii wystających z kłaczków i posiadających podobną morfologię do 
prezentowanej na zdjęciach referencyjnych (Eikelboom, 2000; Jenkins i wsp., 1993; Jenkins i 
wsp., 2004; Miłobędzka i Muszyński, 2014). 
 
I.4. Potrzeba zbadania i dokładnej identyfikacji Chloroflexi w osadzie czynnym 
 
 Badania Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2015) miały na celu identyfikację i 
kwantyfikację techniką FISH dominujących bakterii nitkowatych w latach 2011-2013 w 
pięciu pełnoskalowych, komunalnych oczyszczalniach ścieków z podwyższonym usuwaniem 
biogenów, z terenu województwa mazowieckiego, różniących się konfiguracją reaktorów oraz 
wartościami głównych parametrów technologicznych procesu oczyszczania ścieków. Była to 
pierwsza długoterminowa analiza molekularna struktury populacji bakterii nitkowatych w 
pełnoskalowych oczyszczalniach ścieków w Polsce. Grupa ta była wcześniej badana, jednak z 
zastosowaniem konwencjonalnej mikroskopii świetlnej i kluczy klasyfikujących te 
mikroorganizmy wyłącznie do morfotypów. W pracy podjęto próby powiązania liczebności 
bakterii nitkowatych z danymi operacyjnymi. Okazały się one bezowocne. Nie 
zaobserwowano także żadnej znaczącej, ogólnej korelacji pomiędzy liczebnością 
poszczególnych bakterii nitkowatych. Sami autorzy zauważyli, iż wyniki tego badania mogą 
być uznane za wiarygodne tylko przy założeniu, że sondy FISH są wystarczająco specyficzne 
i hybrydyzują z pojedynczymi (lub blisko spokrewnionymi) gatunkami lub ekotypami, gdyż 
analiza FISH, w przeciwieństwie do sekwencjonowania z uzyskaniem pełnych genomów lub 
metagenomiki, nie zapewnia wystarczająco dokładnego rozkładu obserwowanej zmienności 
pomiędzy oczyszczalniami. 
 Natomiast badania te wskazały, iż struktura populacji bakterii nitkowatych w polskich, 
komunalnych,  pełnoskalowych oczyszczalniach ścieków jest zbliżona do swoich 
europejskich odpowiedników, bowiem bakterie nitkowate stanowiły średnio 28% wszystkich 
bakterii, a  dwie najbardziej liczne wśród nich grupy to typ Chloroflexi i rodzaj Microthrix 
(Miłobędzka i Muszyński, 2015). I to właśnie dla tych grup odnotowano znaczące 
statystycznie różnice w liczebność bakterii nitkowatych w pojedynczych oczyszczalniach. 
 
25 
 
Nierychło i wsp. (2016) podtrzymując przekonanie, iż pęcznienie osadu czynnego 
zależy od rodzaju i liczebności bakterii nitkowatych, zastosowali sekwencjonowanie 16S 
rRNA w celu zbadania pod kątem wszystkich znanych rodzajów bakterii z nitkowatą 
morfologią (25 grup) w 24 duńskich i 30 mieszczących się w innych krajach pełnoskalowych 
oczyszczalniach EBPR. Wykryli oni, iż bakterie Candidatus „Microthrix”  i należące do typu 
Chloroflexi były najczęściej występującymi bakteriami nitkowatymi we wszystkich badanych 
oczyszczalniach ścieków, stanowiąc często 20-30% całkowitej liczby par odczytów 
uzyskanych w sekwencjonowaniu NGS amplikonu 16S próbek osadu czynnego. Grupa 
bakterii Candidatus „Microthrix” wykazywała niewielką różnorodność: dwa OTU na 
przemian dominowały we wszystkich badanych oczyszczalniach. Na podstawie 
dziewięcioletnich badań duńskich oczyszczalni ścieków Nierychło i wsp. (2016) wykazali, że 
większość dominujących fylotypów należących do Chloroflexi prezentuje niewielkie 
fluktuacje czasowe liczebności. Natomiast niedawno scharakteryzowany fylotyp C10_SB1A 
(pierwsza nazwa robocza bakterii Candidatus „Amarilinum spp.”) wykazał wyraźną 
dynamikę zmian liczebności i był związany ze zjawiskiem pęcznienia osadu w kilku 
oczyszczalniach (istotna statystycznie korelacja pozytywna). Badanie Nierychło i wsp. (2016) 
również dowiodło, że różnorodność bakterii nitkowatych w osadzie czynnym na całym 
świecie jest ograniczona.  Dlatego istotne jest poznanie składu zespołów bakterii osadu 
czynnego, a identyfikacja i charakterystyka wszystkich licznie występujących na całym 
świecie bakterii nitkowatych stanowi podstawę do opracowania odpowiednich środków 
kontroli liczebności bakterii powodujących pęcznienie i pienienie osadu czynnego. 
Bakterie Candidatus “Microthrix” formują dwa OTU: powszechny Ca. „M. 
parvicella" – oraz rzadszy, Ca. „M. calida" o cieńszych trichomach. Jak dotąd są to bakterie 
niehodowalne a informacje o ich właściwościach i cechach fizjologicznych uzyskano przy 
użyciu nowoczesnych technik metagenomiki oraz analizy 16S rRNA.  
Bakterie te są łatwe do identyfikacji konwencjonalną metodą z zastosowaniem 
mikroskopii świetlnej, nie obserwuje się wówczas ruchu nici i granul siarki w komórkach, nie 
widać ścian komórkowych, pochewek oraz rozgałęzień, czasem porasta je drobna epifora 
(Walczak i Cywińska, 2007). Bakterie Candidatus “Microthrix” są Gram i Neisser-dodatnie 
(ze względu na obecność granul polifosforanów). Zwykle mają długość 50–200 μm, 
szerokość ok. 0,5 μm i są skłębione w kłaczkach lub występują pomiędzy nimi. Wg klucza do 
identyfikacji metodą Eikelboom’a (1975, 2000) można je oznaczyć bardzo szybko – są to 
jedyne Gramdodatnie splątane, nierozgałęzione nitki. 
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Candidatus „M. Parvicella” i „M. Calida” należą do Actinobacteria. Przy identyfikacji 
metodą FISH można wykorzystać sondę ogólną HGC1156 dla Actinobacteria, choć 
dokładniejsza jest sonda MPA650 wykrywająca oba morfotypy, natomiast sondę MPAmix 
(MPA60+MPA223) wykorzystuje się do wykrycia Ca. „M. parvicella”, a sonda Mpa-T1-
1260 – Ca. „M. calida„ (McIlroy i wsp., 2015; Miłobędzka i Muszyński, 2014). 
 Zapewne ze względu na powszechność występowania Ca. „Microthrix parvicella” 
(dla ułatwienia nazywane później, w niniejszej pracy Microthrix)  i globalne pojawianie się 
problemów eksploatacyjnych w oczyszczalniach ścieków związanych z nadmiernym 
rozwojem tych bakterii, już ponad dekadę temu udało się opracować metodę 
kontroli/zwalczania tych organizmów. Co więcej, jest to metoda specyficzna, czyli 
wykorzystująca wiedzę na temat ekofizjologii bakterii nitkowatych i oddziałująca głównie na 
te organizmy w przeciwieństwie do metod niespecyficznych, oddziałujących na całą 
biocenozę osadu czynnego, mogących upośledzać jego funkcje. Do metod niespecyficznych 
zalicza się, np. stosowanie silnych utleniaczy, jak chlor czy nadtlenek wodoru oraz 
kawitacyjne niszczenie bakterii. Metody specyficzne wykorzystywane do zmniejszenia 
liczebności Microthrix to utrzymywanie wysokiego stężenia tlenu i niskiego poziomu NH4
+
 w 
komorach nitryfikacji oraz, bardziej uniwersalne, dozowanie PAXu (koagulant glinowy, 
chlorek poliglinu), którego skuteczność udowodniono w wielu badaniach (Martins i wsp., 
2004; Nielsen i wsp., 2005; Paris i wsp., 2005). Ponadto na podstawie genomu oraz 
porównawczych badań metagenomowych przedstawiono już prawdopodobny model 
metaboliczny dla Ca. „ Microthrix parvicella” (Ferrera i Sánchez, 2016; McIlroy i wsp., 
2013). 
Racjonalnym wydaje się zatem skupienie wysiłków badaczy na identyfikacji drugiej 
grupy bakterii odpowiedzialnej za problem pęcznienia osadu, wskazanej w  obserwacjach 
Nierychło i wsp. (2016) – Chloroflexi. Nie istnieją bowiem specyficzne metody eliminacji 
tych bakterii, a by je opracować wymagana jest prawidłowa i rzetelna identyfikacji bakterii 
nitkowatych, odpowiedzialnych za ten proces (Nielsen i wsp., 2009b). Zbadać należy także 
ekofizjologię tych mikroorganizmów, by możliwe było opracowanie strategii eliminacji danej 
grupy bakterii nitkowatych bez istotnych zmian liczebności innych towarzyszących im 
bakterii.  
We wspomnianym badaniu Nierychło i wsp. (2016) zbadano 25 grup bakterii 
nitkowatych i 8 typów filogenetycznych: Actinobacteria (7 grup), Chloroflexi (7), Firmicutes 
(3), Alphaproteobacteria (2), Betaproteobacteria (2), Gammaproteobacteria (2), 
Planctomycetes oraz Bacteroidetes (wymienione w Tabeli 3).  
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Wszystkie z badanych Chloroflexi występują głównie w osadzie czynnym, nie trafiają do 
oczyszczalni z dopływem, w większości wykorzystują cukry i białka/aminokwasy. Oznacza 
to, iż wzrost tych bakterii związany jest z warunkami w reaktorze biologicznym i można 
spodziewać się wysokiej specjalizacji w asymilacji substratu lub dużej konkurencji. Dlatego 
też ważne jest zdefiniowanie, które grupy korzystają z danych źródeł węgla w oczyszczalni 
oraz jakie relacje kształtują ich liczebność w warunkach in situ. Dodatkowo 2 spośród 7 grup 
Chloroflexi nadal nie zostały scharakteryzowane, będzie to możliwe po zaprojektowaniu sond 
FISH wykrywających te bakterie w osadzie czynnym oraz przeprowadzeniu analiz 
metabolicznych i histochemicznych na tych organizmach w warunkach in situ. Ponadto 
należy zweryfikować czy da się zaprojektować sondy FISH do identyfikacji „Candidatus 
Sarcinathrix” obejmujące cały gatunek, obecnie używana sonda CFX67a+CFX67b łączy się 
tylko z podzbiorem tego gatunku (Lachlan i wsp., 2011) i nadal nie określono jego 
charakterystyk. 
Ze względu na doniesienia Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2017) o wysokiej pozycji 
Chloroflexi SBR_1029 (Ca. „Villogracilis”) w rankingu 30 najliczniejszych bakterii, istotne 
jest scharakteryzowanie także tych bakterii oraz sprawdzenie czy występują one również w 
polskich oczyszczalniach nie dotkniętych poważnymi problemami pęcznienia osadu. 
Wskazane jest także sprawdzenie, które z bakterii nitkowatych są najliczniejsze w polskich 
oczyszczalniach oraz czy ich liczebność można połączyć ze zmianami charakterystyki 
dopływu do oczyszczalni bądź parametrami technologicznymi czy wskaźnikami 
technicznymi.  
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Tabela 3. Bakterie nitkowate występujące w osadzie czynnym w oczyszczalniach ze zwiększonym usuwaniem fosforu (Nierychlo i wsp., 2016). 
typ filogenetyczny i nazwa bakterii alternatywna nazwa 
dominują 
w  
wykorzys-
tywane 
substraty 
niewykorzys-
tywane 
substraty 
sonda FISH F
IL
 
A
O
B
 
N
O
B
 
P
A
O
 
G
A
O
 
H
E
T
 
N
R
 
Firmicutes; Trichococcus 
Nostocoida limicola I (morfotyp); Lactosphaera pasteurii, Ruminococcus palustris, 
"Carnococcus allantoicus" 
I KT, C B NLIM1 91               
Actinobacteria; Candidatus Microthrix   AS KT, C, ^ B 
in situ: KT, C, 
B 
MPAmix               
Chloroflexi; P2CN44 typ 0803,Candidatus "Defluviifilum spp.", Izolat ET1 AS C,B KT, in situ:B T0803-0654; T0803ind-
0642  
              
Chloroflexi; B45 Candidatus "Promineofilum spp.",  typ 0092, Brachythrix AS C,B KT CFX197+CFX223               
Chloroflexi; SBR1029 Candidatus "Villogracilis spp." AS                     
Betaproteobacteria; Leptothrix   AS C,B,KT   LDI               
Chloroflexi; Candidatus Sarcinathrix   AS     CFX67a+CFX67b               
Actinobacteria; Nocardioides   AS C,B                   
Actinobacteria; Gordonia Gordonia amarae-like organisms (GALO); "Nocardia amarae"; Gordona AS C,B,KT   Gor596; G.am205               
Actinobacteria; Collinsella Accomodates Eubacterium aerofaciens I C                   
Firmicutes; Streptococcus Nostocoida limicola' I morfotyp I C,B KT Str/Strept               
Firmicutes; Turicibacter   I C                   
Actinobacteria; Mycobacterium   AS C   Myc657               
Bacteroidetes; Haliscomenobacter H. hydrossis (jako morfotyp) AS C in situ: KT, B HAL-844               
Gammaprotobacteria; Thiothrix typ 021N grupy I, II, III I C,B,KT in situ: C G123T               
Actinobacteria; Dietzia   AS C,B,KT   DIE993; DLP               
Chloroflexi; C10_SB1A Candidatus "Amarilinum spp." AS                     
Alphaproteobacteria; Meganema podobne do typu 021N AS     Meg1028+Meg983               
Chloroflexi; Anaerolinea   AS C,B KT                 
Chloroflexi; Kouleothrix typ 1851 AS C, ^ KT   CHL1851               
Betaproteobacteria; Sphaerotilus   AS                     
Actinobacteria; Skermania Nocardia piniformis; Pine-tree-like organisms (PTLO) AS KT, ^ B in situ: C Spin1449               
Alphaproteobacteria; Defluviicoccus Candidatus "Monolibacter batavus", "Nostocoida limicola" (klaster III); Defluvicoccus   C,B,KT   
 DF776;                      
DF988 + DF1020; DF198; 
DF180b 
              
Gammaproteobacteria; Acinetobacter typ 1863 (część)   C,B,KT   ACA23A               
Planctomycetes; Candidatus Nostocoida Nostocoida limicola typ III (morfotyp)       NLIMIII301               
FIL: bakterie nitkowate; AOB: nitrozobakterie, bakterie utleniające azot amonowy, zaangażowane w usuwanie azotu; NOB: nitrobakterie, bakterie utleniające 
azotyny, zaangażowane w usuwanie azotu; PAO: bakterie gromadzące polifosforany, biorące udział w biologicznym usuwaniu fosforu;. GAO: bakterie 
akumulujące glikogen;. HET: bakterie heterotroficzne, zwykle zaangażowane w usuwanie węgla organicznego; NR: redukcja azotanów. I-dopływ; AS-osad 
czynny; B-proteiny/aminokawsy; KT-kwasy tłuszczowe; C-cukry; ^-zmienny pobór. 
Testowane pozytywnie w opublikowanych pracach   
Może być zarówno pozytywna, jak i negatywna   
Badane negatywne w opublikowanych pracach badawczych   
Brak opublikowanych badań   
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II CZĘŚĆ BADAWCZA 
 
II.1. TEZA. CEL I ZAKRES PRACY 
 
II 1.1. HIPOTEZA 
 
Część problemów eksploatacyjnych oczyszczalniach ścieków związana jest z 
niezidentyfikowaną dotychczas frakcją bakterii z typu Chloroflexi. Wzrost zawartości 
biomasy określonych szczepów Chloroflexi w kłaczkach osadu czynnego pogarsza ich 
opadalność i przyczynia się do wzrostu wartości indeksu osadu czynnego. Na liczebność 
Chloroflexi powodujących pęcznienie osadu mają wpływ parametry technologiczne i 
wskaźniki techniczne w procesie oczyszczania ścieków oraz źródła węgla organicznego w 
dopływającym ładunku ścieków. W zależności od dynamiki warunków panujących w 
reaktorze biologicznym, w zespołach Chloroflexi występują różne szczepy przystosowane do 
występujących uwarunkowań środowiskowych, prezentujące rożne cechy metaboliczne. 
Zespół zmiennych czynników środowiskowych determinuje nie tylko rodzaje bakterii w 
zespole Chloroflexi, ale też ich wzajemne relacje.  
 
II 1.2. CEL I ZAKRES 
 
Celem pracy było oszacowanie ilościowe i jakościowe występowania bakterii typu 
Chloroflexi w osadzie czynnym w komunalnych oczyszczalniach ścieków oraz powiązanie 
ich występowania z parametrami technologicznymi oraz wskaźnikami technicznymi 
odnotowanymi w badanych  reaktorach biologicznych, jak i właściwościami 
ekofizjologicznymi wykrytych grup bakteryjnych.  
Zakres pracy obejmie zagadnienia:  
● Ekologia i właściwości bakterii nitkowatych 
● Problemy w identyfikacji bakterii nitkowatych, zwłaszcza typu Chloroflexi 
● Warunki występowania bakterii nitkowatych w modelowych, badanych 
oczyszczalniach ścieków wykorzystujących metodę osadu czynnego 
● Funkcja bakterii nitkowatych w osadzie czynnym i czynniki sprzyjające 
zwiększeniu ich liczebności oraz warunki determinujące ich zróżnicowanie.  
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II. 2 MATERIAŁY I METODY 
 
II.2.1.  Pobór próbek 
 
Próbki osadu czynnego pobierano z komór napowietrzania pełnoskalowych, 
komunalnych oczyszczalni ścieków z osadem czynnym, zlokalizowanych na terenie 
województwa mazowieckiego. By uzyskać dane istotne statystycznie i prześledzić zmiany 
czasowe w występowaniu bakterii nitkowatych zdecydowano się korzystać z 
ogólnodostępnych danych będących wynikiem poprzednich badań autorki dysertacji. Z 
dwóch oczyszczalni próbki pobierano sześciokrotnie w odstępach półrocznych, na początku 
marca i pod koniec września (obiekty I i II, analizowane  w ramach wcześniejszej współpracy 
naukowej, w pracy doktorskiej posłużono się ogólnodostępnymi, surowymi danymi 
pozyskanymi z sekwencjonowania metodą NGS (Miłobędzka i Muszyński, 2017) oraz 
informacjami uzyskanymi i opublikowanymi w ramach realizacji grantu 504/02092, którego 
kierownikiem i jedynym wykonawcą była mgr inż. Aleksandra Miłobędzka); dla obiektu III 
próbki pobierano co miesiąc przez pół roku. Poboru próbek dokonano zanurzając czerpak o 
objętości powyżej 0,5 L na głębokość ponad 30 cm pod powierzchnią cieczy w reaktorze 
osadu czynnego. Do badań ekofizjologii i morfologii posłużyły również próbki z oczyszczalni 
duńskiej w Aalborgu (Aalborg Zachodni), Ejby Mølle i Bjergmarken (badania prowadzone 
pod kierownictwem Per’a Nielsen’a, w ścisłej współpracy również z Martą Nierychło i 
Simonem Jonem McIlroy’em w Center for Microbial Communities, Department of Chemistry 
and Bioscience - Section for Biotechnology, Aalborg University). Współpraca z duńskim 
ośrodkiem naukowym podyktowana była renomą ośrodka i niezwykłymi dokonaniami 
tamtejszych badaczy mających duże doświadczenie w badaniu filogenetycznych grup bakterii 
osadu czynnego i projektowaniu sond oligonukleotydowych oraz tworzących bazę 
mikroorganizmów MiDAS (McIlroy i wsp., 2015), wyznaczających nowe standardy i 
przodujących w molekularnych badaniach osadu czynnego z pełnoskalowych, biologicznych 
oczyszczalni ścieków. 
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II.2.1. Przechowywanie i przygotowanie próbek  
 
II.2.1.1.  Przechowywanie próbek  
 
Świeże próbki przechowywano w temperaturze 4˚C nie dłużej niż 24 godziny przed 
przeprowadzeniem obserwacji mikroskopowych w jasnym polu i procedurami barwienia, 
izolacją DNA (próbki z oczyszczalni I, II, III) oraz analizą na płytkach EcoPlates™ lub 
procedurami utrwalenia. 
 
II.2.1.2.  Utrwalanie próbek do analiz molekularnych 
 
Próbki z oczyszczalni III przeznaczone do izolacji DNA utrwalono w 96% etanolu i  
przechowywano w temperaturze -20˚C. Próbki z polskich oczyszczalni do badań techniką 
FISH utrwalono zgodnie z zaleceniami Nielsen i wsp. (2009). Próbki biomasy z trzech 
duńskich pełnoskalowych oczyszczalni ścieków, pozyskane przez duński zespół badawczy w 
ramach projektu MiDAS (McIlroy i wsp., 2015) były utrwalane trzema objętościami 4% 
paraformaldehydu i 1 objętości roztworem soli buforowanej fosforanem (PBS) przez 4 
godziny w temperaturze 4°C. Po utrwaleniu próbki przemyto dwukrotnie PBS, a następnie 
ponownie zawieszono w 50% roztworze etanolu w PBS. Wszystkie próbki przechowywano w 
temperaturze -20°C aż do czasu badań zgodnie z wytycznymi Daims i wsp. (2005). 
 
II.2.1.2. Sondy oligonukleotydowe 
 
Wszystkie sondy specyficzne znakowano fluorochromem Cy3 lub Cy5, a sondę 
EUBmix fluorochromem FLUOS  (Tabela 4). W praktyce sondy nie łączą się idealnie z RNA, 
dlatego też stosowany roztwór roboczy większości z nich to równomolowa mieszanina sondy 
hybrydyzującej ze specyficznym odcinkiem RNA i kompetytora wiążącego się z                         
podobną do specyficznej, przeszkadzającą sekwencją. 
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Tabela. 4. Sondy oligonukleotydowe użyte w analizie FISH. 
Sonda %FA Wykrywane bakterie Sekwencja (5’-3’) Kompetytor (5’-3’) Referencja 
EUB-338 0-60 większość Bacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT - Amann i wsp., 1990 
EUB II-338 0-35 Planctomycetes/Pirellula GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 
Daims i wsp., 1999 
EUB III-338 0-60 Verrucomicrobia GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 
ALF 968 35 Alphaproteobacteria GGT AAG GTT CTG CGC GTT - Neef, 1997 
BET42a 35 Betaproteobacteria GCC TTC CCA CTT CGT TT GCC TTC CCA CAT CGT TT 
Manz. i wsp., 1992 
GAM42a 35 Gammaproteobacteria GCC TTC CCA CAT CGT TT GCC TTC CCA CTT CGT TT 
DELTA495a 35 
większość z  Deltaproteobacteria i 
Gemmatimonadetes 
AGT TAG CCG GTG CTT CCT AGT TAG CCG GTG CTT CTT Loy i wsp., 2002 
HGC69a 25 Actinobacteria TAT AGT TAC CAC CGC CGT TAT AGT TAC GGC CGC CGT Roller i wsp., 1994 
TM7905 20 Candidate TM7 CCG TCA ATT CCT TTA TGT TTT A - Hugenholtz i wsp., 2001 
Curvi997 35 rodzaj Curvibacter CTC TGG TAA CTT CCG TAC 
CTC TGG CAA CTT CCG TAC 
Thomson i wsp., 2004 
CTC TGG TCA CTT CCG TAC 
CTC TGG TCA CTT CCG TAC 
HHY-654 35 Haliscomenobacter hydrossis  GCC TAC CTC AAC CTG ATT - Kragelund i wsp., 2008 
Gor596 20 Gordonia (Gordona) TGC AGA ATT TCA CAG ACG ACG 
C 
- De Los Reyes, Ritter i Raskin, 1997 
Spin1449 35 Skermania piniformis CCGCTCCCTCCCACAAAG - Eales i wsp., 2006 
Myc657 30 Mycobakterie  AGT CTC CCC TGY AGT A - Davenport i wsp., 2000 
G123T 40 
Thiothrix eikelboomii, T. nivea, T. unzii, T. 
fructosivorans, T. defluvii, typ 021N grupy I-III 
CCT TCC GAT CTC TAT GCA CCT TCC GAT CTC TAC GCA Kanagawa i wsp., 2000 
MPAmix 20 Ca. „Microthrix parvicella“ CCG GAC TCT AGT CAG AGC - Erhart i wsp., 1997; Levantesi i wsp., 2006 
GNSB-941 35 typ Chloroflexi (w połączeniu z CFX1223) AAACCACACGCTCCGCT - Sekiguchi i wsp., 1999 
CFX1223 35 typ Chloroflexi (w połączeniu z GNSB-941) CCATTGTAGCGTGTGTGTMG - Björnsson i wsp., 2002 
CFX109 10-30 część klasy Chloroflexi CACGTGTTCCTCAGCCGT - 
Björnsson i wsp., 2002 
CFX784 45 podgrupa 1Chloroflexi ACC GGG GTC TCT AAT CCC - 
CHL 1851 35 typ 1851  AAT TCC ACG AAC CTC TGC CA - Beer i wsp., 2002 
AHW183 35 Nostocoida limicola typ II CCG ACA CTA CCC ACT CGT - Schade, Beimfohr i Lemmer, 2002 
Gnsb633 20 
Chloroflexi, zielone niesiarkowe klonyMUG9, 
TUG8, TUG9, TUG10 
TAG CCC GCC AGT CTT GAA CG  - Sekiguchi i wsp., 1999 
GNS667 35 nitkowate Chloroflexi CACCCSGAATTCCACRTT - Kindaichi, Ito i Okabe, 2004 
CFX197 40 typ 0092 TCC CGG AGC GCC TGA ACT TCC CGG AGC GCC TGA ACT Speirs i wsp., 2009 
 CFX223 35 cieńszy typ 0092 GGT GCT GGC TCC TCC CAG - 
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Sonda %FA Wykrywane bakterie Sekwencja (5’-3’) Kompetytor (5’-3’) Referencja 
Caldi-678 30 rodzaj Caldilinea  TTCCACCACTACACCGGG  
TTC CAC CGC TAC ACC GGG  
TTT CAC CAC TAC ACC GGG   
Kragelund i wsp., 2011 
T0803-0654 30 typ 0803 ACA CCC CTC TCA CYR CCT  - 
T0803ind-0642 30 przemysłowy typ 0803 CTG CCT CAA GCT ACT CAG  - 
h1T0803ind-0607 N/A helper do sondy T0803ind AGT TAA GCC AGG AGA TTT - 
h2T0803ind-0625 N/A helper do sondy T0803ind TTT CCA ACG ACC CCT CCC - 
h3T0803ind-0662 N/A helper do sondy T0803ind GAA TTC TAC ACC CCT CTC - 
h4T0803ind-0680 N/A helper do sondy T0803ind ATT CCA CCA CTA CAC CGG - 
CFX64 30 Ca. „Amarilinum spp.” TCT ACC TAA GCA GAC CGT TC - 
Nierychło i wsp., 2017 
 
CFX763A 45 
Ca. „Villogracilis spp.”  
sub-grupa A 
GTT TAC TAC CCT AGC TTT CGC 
GTT CAC TAC CCT AGC TTT CGC 
GTT TAC TCC CCT AGC TTT CGC 
GTT TGC TAC CCT AGC TTT CGC 
GTT TAC TAC CCT AGC TGT CGC 
CFX763AB_H1A N/A helper do sond CFX763A, CFX763B 
TAG GAT TAC CGG GGT CTC TAA 
TCC C 
- 
CFX763AB_H1B N/A helper do sond CFX763A, CFX763B 
TAG GAT TAC CSG GGG TCT CTA 
ATC CC 
- 
CFX763B 45 
Ca. „Villogracilis spp.”  
sub-grupa B 
GTT TAC TAC CCT AGC TGT CGC GTT TAC TAC CCT AGC TTT CGC 
CFX763mix 45 Ca. „Villogracilis spp.” GTT TAC TAC CCT AGC TKT CGC - 
CFX1151 50 Ca. „Sarcinathrix spp.” TTG ACT CCG GCA GTC CCA CT TTG ACA CCG GCA GTC CCA CT 
CFX1151_H1 N/A helper do sondy CFX1151 ATC CCC ACC TTC CTC CGG T - 
CFX1151_H2A N/A helper do sondy CFX1151 
TAA CTA GTA GBG AGG GTT GCG 
CTC GT 
- 
CFX1151_H2B N/A helper do sondy CFX1151 
TAA CTA GTA GCA GGG GTT GCG 
CTC GT 
- 
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II.2.2. Metodyka badań 
 
II.2.2.1. Charakterystyka obiektów badawczych 
 
Operatorzy polskich oczyszczalni zgodzili się na współpracę i udostępnienie próbek osadu 
czynnego pod warunkiem zachowania tajemnicy technologicznej (lokalizacja obiektów oraz 
ich nazwy nie będą ujawnione). Dwie z polskich, komunalnych oczyszczalni, z których 
próbki analizowano są podobnej wielkości I -73,400 , II- 76,000 RLM (RLM - równoważna 
liczba mieszkańców), oczyszczalnia III jest znacznie większa, projektowany rozmiar to 
1,640,000 RLM). W układach technologicznych wszystkich oczyszczalni można wyróżnić 
osadniki wstępne, biologiczne usuwanie azotu, nitryfikację i denitryfikację oraz 
wyodrębniony etap EBPR. Pomimo biologicznego usuwania fosforu, czasami dawkowano 
koagulanty żelazowe PIX (koagulant żelazowy, chlorek żelaza) dla zwiększenia jego 
precypitacji. Konfiguracja reaktorów w I oczyszczalni to: beztlenowe–anoksyczne–tlenowe 
(A2O), dodatkowo oczyszczalnia jest wyposażona w fermenter i zbiorniki do 
predenitryfikacji. Konfiguracja w II oczyszczalni stanowi pewną modyfikację A2O i 
nazywana jest od miejsca, w którym ją opracowano University of Cape Town (UCT). 
Biologiczne oczyszczanie ścieków w III oczyszczalni odbywa się w 10 ciągach reaktorów 
biologicznych zaprojektowanych w oparciu o proces BIODENIPHO
®
 złożony z systemów z 
systemów Bio-P i BioDenitro patent firmy Krüger.  
W dopływie do II oczyszczalni występuje zmienny udział ścieków przemysłowych 
(30-50%) pochodzących z kampanii przemysłu cukrowniczego oraz przetwórstwa owoców i 
warzyw. Oczyszczalnie I i III zasilane są ściekami komunalnymi.  
 
 
Rysunek 1. Schemat technologiczny oczyszczalni III. 
dopływ 
ścieków 
surowych
kraty
zagęszczanie 
mechaniczne
fermenter
system gospodarki 
osadami
odpływ ściekow 
oczyszczonych
BIOGAZ
piaskowniki z 
odtłuszczaczami
osadniki 
wstępne
osadniki 
wtórne
zagęszczanie 
grawitacyjne
ENERGIA
reaktory 
biologiczne
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Tabela 5.  Dopływ i parametry operacyjne badanych, modelowych oczyszczalni, wartości średnie dla okresu 
badawczego. 
Parametr 
Oczyszczalnia  
I 
Oczyszczalnia  
II 
Oczyszczalnia  
III 
Aalborg 
Zachodni 
rozmiar (RLM)  73 400 76 000 2 100 000 330 000 
system 
napowietrzania 
dyfuzory 
drobnopęcherzykowe 
dyfuzory 
drobnopęcherzykowe 
dyfuzory 
membranowe 
dyfuzory 
membranowe 
strącanie fosforu okazjonalnie (PIX) okazjonalnie (PIX) okazjonalnie (PIX) 
hydroliza w 
strumieniu 
bocznym 
dozowanie PAX nie nie okazjonalnie nie 
typ ścieków  
(% całkowitego 
BZT5) 
komunalne 
komunalne, 
komunalne 
komunalne, 
przemysłowe 
(30%) 
przemysłowe  
(30–50%):  
przetwórstwo warzyw 
i owoców, przemysł 
cukrowniczy 
zawiesina w 
zbiornikach 
napowietrzania 
[g/L] 
3,8 7,7 4,1 2,4 
wiek osadu [d] 25 32 13 14 
ChZT [mg/L] 436 1390 462 360 
BZT5 [mg/L] 172 923 194 133 
azot ogólny 
[mg/L] 
66 73 60 36 
fosfor ogólny 
[mg/L] 
12 17 7 5 
pH 7,6 7,4 7,6 7,7 
pęcznienie osadu silne 
przeciętne, głównie 
zimą 
rzadkie 
silne lub 
przeciętne 
II.2.2.3. Obserwacje mikroskopowe i morfologiczna klasyfikacja bakterii nitkowatych 
 
 Obserwacji i wizualnej charakterystyki próbek osadu czynnego oraz ich klasyfikacji 
do określonego morfotypu dokonano z użyciem mikroskopów Zeiss Axioskop 2 oraz Nikon 
Eclipse 40i stosując powiększenia 6350 i 1000x. Obserwacje mikroskopowe preparatów 
przyżyciowych, barwienia Grama i Neissera wykonano zgodnie z zaleceniami Eikelboom’a 
(2000). 
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 Identyfikacji do morfotypu dokonano wg kluczy (Eikelboom, 2000; Jenkins i wsp., 2004), w 
oparciu o cechy morfologiczne bakterii nitkowatych: kształt, długość i średnica bakterii 
nitkowatych, ruchliwość, obecność rozgałęzień, porost z innych bakterii na powierzchni 
trichomów (widoczny lub niewidoczny), septy pomiędzy sąsiednimi komórkami, kształt 
komórek, obecność pochewki oraz występowanie granul siarki wewnątrz komórek. 
 
II.2.2.4. Barwienia histochemiczne 
 
 Dokonano barwień wewnątrzkomórkowego polihydroksykwasów (PHA, ang.: 
polyhydroxy acid)  z użyciem barwnika Nile Blue A (siarczan wodoru; λex 630 nm, λem 665 
nm) zgodnie z wytycznymi Ostle i Holt (1982) oraz granulek polifosforanowych (polyP) z 
użyciem 40,6-diamidyno-2-fenylodwu (DAPI) zgodnie z procedurą Kawaharasaki i wsp. 
(1999). Barwień dokonano wg. procedury Ahn i wsp. (2007), jednakże 1 μg mL-1 DAPI 
nałożono na slajdy na 1 godzinę w celu barwienia polyP. Wykonano również barwienia 
metodą Grama i Neissera (Jenkins i wsp. 2004).  
 
II.2.2.5.Metody molekularne  
 
II.2.2.5.1. Izolacja DNA 
  
Ekstrakcji DNA z próbek dokonano przy użyciu zestawu PowerSoil® DNA Isolation 
Kit MO BIO) zgodnie z zaleceniami producenta.  
 
II.2.2.5.2. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 
 
Analizy techniką FISH prowadzono wg zaleceń Nielsen’a i wsp. (2009). Próbki przed 
badaniem rozcieńczono i homogenizowano z użyciem homogenizatora szklanego (3 min) 
bądż automatycznego homogenizatora z tworzywa sztucznego (30-60 sekund) aby uzyskać 
homogenny rozkład przestrzenny bakterii. Dla bakterii Gram dodatnich zgodnie z zaleceniami 
Kragelund i wsp. (2009) dodatkowo wykonano procedurę permeabilizacji ścian 
komórkowych, używając lizozymu (360 000 U/ml), achromopeptydazy (60 U/ml) i 0,1 M 
roztworu HCl. Identyfikacji dokonano przy użyciu mikroskopu epifluorescencyjnego Nikon 
Eclipse 40i stosując powiększenie x 6350 i x 1000 oraz filrty dla Cy3 (λex 552 nm, λem 565), 
Cy5 (λex 649 nm, λem 670),  i FLUOS (λex 494 nm, λem 523) .  
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I.2.2.5.2.1. FISH - projektowanie sondy  
 
 Analizę filogenetyczną i projektowanie sondy FISH przeprowadzono przy użyciu 
oprogramowania ARB (2004) z wykorzystaniem bazy danych MiDAS wersja (1.21), będącej 
wersją bazy danych SILVA (wydanie 119 NR99, Quast i wsp., 2013) dla sekwencji osadu 
czynnego (McIlroy i wsp., 2015). Potencjalne sondy oceniano in silico przy użyciu 
oprogramowania mathFISH (Yilmaz, Parnerkar i Noguera, 2011). W celu identyfikacji 
sekwencji z indelami nie będących celem sondy (McIlroy i wsp., 2011) wykorzystano funkcję 
PROBE MATCH (Cole i wsp., 2009) w bazie danych The Ribosomal Database (Project 
RDP).  
 
I.2.2.5.2.2. FISH - optymalizacja sondy  
 
Weryfikacja i optymalizacja sondy polegała na wygenerowaniu krzywych dysocjacji 
formamidu (Daims, Stoecker i Wagner, 2005), w których zmierzono średnie względne 
natężenie fluorescencji dla co najmniej 50 komórek obliczone przy użyciu oprogramowania 
ImageJ (National Institutes of Health, Maryland, USA; Collins, 2007) zmierzonych dla 
różnych hybrydyzacji w stężeniach buforu formamidu w zakresie 0-65% z krokiem 5%. 
 
II.2.2.5.3. Sekwencjonowanie amplikonu 16S rRNA 
 
Sekwencjonowanie amplikonu 16S rRNA wykonano w firmie DNAsense (ApS 
Aalborg, Dania). Dane te wykorzystano aby policzyć sekwencje charakterystyczne dla danych 
grup bakterii w próbce, a także oszacować ich liczebności.  
Procedura sekwencjonowania bakteryjnego amplikonu 16S rRNA skierowana na 
regiony zmienne V1-3 została wykonana zgodnie z zaleceniami Caporaso i wsp. (2012), przy 
użyciu starterów przystosowanych do mikrobiomu jelita ludzkiego (Human Gut Consortium) 
(Ward i wsp., 2012). Reakcje PCR oraz sekwencjonowania DNA i rozważania 
bioinformatyczne badanego amplikonu przeprowadzono jak w opisie u Albertsen i wsp. 
(2015). Jako matrycy użyto 10 ng wyizolowanego DNA, a w skład mieszaniny do reakcji 
PCR (25 μl) wchodziły dNTP (400 nM każdego deoksynukleotydu), MgS04 (1,5 mM), 
polimeraza Platinum® Taq DNA HF (2 mU), bufor 1X Platinum® High Fidelity (Thermo 
Fisher Scientific, USA) i znakowane adaptory (400 nM) zawierające specyficzne startery V1-
3: 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG i 534R ATTACCGCGGCTGCTGG.  
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Przebieg PCR: początkowa denaturacja w temperaturze 95° C przez 2 min, 30 cykli 95° C 
przez 20 s, 56° C przez 30 s, 72° C przez 60 s i końcowe wydłużenie przy 72° C przez 5 
minut. Wszystkie reakcje PCR prowadzono w dwóch powtórzeniach i zestawiono później. 
Biblioteki amplikonów oczyszczono stosując protokół Agadourt® AMpure XP bead 
(Beckmann Coulter, USA) z następującymi zmianami: stosunek roztworu próbki do ziaren 
wynosił 5/4, a oczyszczone DNA eluowano w 33 μL wody wolnej od nukleazy. Stężenie 
biblioteki zmierzono za pomocą DNA Quant-iT™ HS DNA Assay (Thermo Fisher Scientific, 
USA) a jakość sprawdzono za pomocą Tapestation 2200, z użyciem D1K ScreenTapes 
(Agilent, USA). Na podstawie stężeń bibliotecznych i obliczonych wielkości amplikonu, 
próbki zebrano w równomolowych stężeniach i rozcieńczono do 4 nM. 
Oczyszczone sekwencyjne biblioteki połączono w równomolowych stężeniach i 
rozcieńczono do stężenia końcowego 4 nM. Odczyty z próbek sparowano (2x301 bp na 
MiSeq Illumina) przy użyciu zestawu MiSeq (Reagent kit v3, 600 cykli Illumina) zgodnie ze 
standardowymi wytycznymi dotyczącymi przygotowania i pobrania próbek na MiSeq. 10% 
biblioteka kontrolna Phix została dodana w celu pokonania problemu małej złożoności, często 
obserwowanego przy próbkach amplikonowych. 
Odczyty foward i reverse były przycięte dla zwiększenia ich jakości przy użyciu 
Trimmomatic v. 0.32 (Bolger, Lohse i Usadel, 2014) przy ustawieniach 
SLIDINGWINDOW:5:3 i MINLEN:275. Przycięte odczyty foward i reverse były łączone 
przy użyciu FLASH v. 1.2.7 (Magoč i Salzberg, 2011) przy ustawieniach -m 25 -M 200. 
Połączone odczyty zostały dereplikowane i sformatowane tak, by można było je wykorzystać 
w cyklu pracy UPARSE (Edgar, 2013). Dereplikowane odczyty zostały zgrupowane, 
używając polecenia the usearch v. 7.0.1090 - cluster_otus z domyślnymi ustawieniami. 
Liczebności OTU były szacowane przy użyciu polecenia usearch v. 7.0.1090 -usearch_global 
z ustawieniem -id 0.97. Taksonomię przypisano przy użyciu RDP classifier (Wang i wsp. , 
2007) zaimplementowanej w skrypcie parallel_assign_taxonomy_rdp.py w QIIME (Caporaso 
i wsp., 2010), korzystając z bazy danych MiDAS v.1.20 (McIlroy i wsp., 2015). Wyniki 
zostały przeanalizowane w R (R Core Team, 2015) za pomocą Rstudio IDE z 
wykorzystaniem pakietu ampvis v.1.9.1 (Albertsen i wsp., 2015). 
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II.2.2.5.4.Charakterystyka profilu metabolicznego metodami biologii molekularnej 
 
II.2.2.5.4.1. Microsphere adhesion to cells (MAC) 
 
 MAC przeprowadzono na świeżej próbce osadu czynnego z oczyszczalni Aalborg 
Zachodni według zaleceń Kragelund i wsp. (2005), użyto 0.02% sonikowanego roztworu 
fluorescencyjnych mikrosfer siarczanowych (FluoSpheres, Molecular Probes; λex ~360 nm, 
λem ~460 nm). 
 
II.2.2.5.4.2. Enzyme-labelled fluorescence (ELF) 
 
 ELF wykorzystano do wizualizacji aktywności enzymów (~λex 550 nm, ~λem 570) 
u badanych bakterii nitkowatych, wg opisu Nielsen i wsp. (2010) stosując czas inkubacji do 1 
godziny dla każdego substratu. Analizy te przeprowadzono dla świeżej próbki ze zbiornika 
tlenowego oczyszczalni Aalborg Zachodni (Dania). Dla amylazy i proteazy wykonano 
dodatkowe inkubacje z inhibitorami sugerowane przez Xia i wsp. (2007). 
 
Tabela 6. Substraty użyte do wykrycia danych enzymów w badaniu ELF. 
Substrat ELF-97 (Molecular Probes) Badane enzymy 
N-acetyloglukozaminid chitynazy/N-acetyloglikozaminidazy 
Fosforan Fosfatazy 
β-D-galaktopiranozyd β-D-galaktozydazy 
β -D-glukuronid β-D-glukuronidazy 
Palmitynian lipazy 
Octan esterazy 
peptydy (BODIPY) peptydazy/proteazy 
skrobia (BODIPY) amylaza 
 
II.2.2.5.4.3. FISH-MAR 
 
 Próbki pobrano z komór tlenowych pełnoskalowych oczyszczalni EBPR Aalborg 
Zachodni w Danii i przechowywano w temperaturze 4°C aż do czasu dalszego ich badania. 
Inkubacje przeprowadzano w ciągu 24 h od pobrania próbek. Protokół opierał się na 
metodach Lee i wsp. (1999) oraz Kong i wsp. (2004), ale z pewnymi modyfikacjami.  
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Każda próbka osadu czynnego była napowietrzana przez 40 minut w temperaturze pokojowej 
w celu zredukowania resztek obecnych w osadzie czynnym substratów i rozcieńczona 
filtrowaną wodą osadową z tej samej oczyszczalni, aby uzyskać stężenie biomasy osadu 
czynnego 3 mg zawiesiny na mL
-1. Dodano substraty znakowane radioaktywnie, by uzyskać 
całkowitą radioaktywność 10 mCi mg-1 zawiesiny. 
Stosowano następujące związki: [3H]octan sodu aktywność właściwa 8000 mCi/mmol 
(NEN-Perkin-Elmer), [
3H] mieszanina aminokwasów aktywność właściwa 60000 mCi/mmol 
(Kem-en-tec), [
3
H] N-aminoglukozamina (NAG) aktywność właściwa 60000 mCi/mmol 
(American Radiolabeled Chemicals), [
3H] glukoza aktywność właściwa 45700 mCi/mmol 
(Perkin-Elmer), [
3H] mannoza aktywność właściwa 21600 mCi/mmol (Perkin-Elmer), [3H] 
galaktoza aktywność właściwa 7000 mCi/mmol (Amersham), [3H] fruktoza aktywność 
właściwa 5000 mCi/mmol (American Radiolabeled Chemicals), [14C] kwas propionowy 
aktywność właściwa 55 mCi/mmol (American Radiolabeled Chemicals), [14C] pirogronian 
aktywność właściwa 7,3 mCi/mmol (Perkin-Elmer), [14C] kwas masłowy aktywność 
właściwa 8,62 mCi/mmol (American Radiolabeled Chemicals), [3H] kwas mlekowy 
aktywność właściwa 20000 mCi/mmol (Amersham),  [3H] glicerol aktywność właściwa 
20000 mCi/mmol (American Radiolabeled Chemicals), [
3H] etanol aktywność właściwa 5000 
mCi/mmol (American Radiolabeled Chemicals). Niewyznakowane izotopowo substraty 
dodano w celu uzyskania całkowitego stężenia 2 mM węgla w próbkach. Próbki inkubowano 
ze znakowanym izotopowo radioaktywnym substratem przez 3 godziny w temperaturze 
pokojowej (w przybliżeniu 21° C) na wytrząsarce przy 250 obrotach na minutę. 
 Każdą inkubację przeprowadzono wobec negatywnej kontroli aby mieć pewność, że 
tworzenie się ziaren srebra nie wynikało z chemografii: biomasa w negatywnej kontroli była 
pasteryzowana przez ogrzewanie do 70°C przez 10 minut przed dodaniem substratu (Lee i 
wsp., 1999; Nielsen i Nielsen, 2005; Nierychlo, Nielsen i Nielsen, 2016).  30 μl próbki 
umieszczono na szklanym szkiełku nakrywkowym i delikatnie homogenizowano przez 
pocieranie o inne szkiełko nakrywkowe. Ekspozycje FISH i MAR przeprowadzono przez 7, 
10 i 12 dni, stosując emulsję Ilford K5D (Kodak), jak opisano w artykule Lee i wsp. (1999). 
Negatywny sygnał mikroautoradiograficzny rejestrowano, jeśli po okresie ekspozycji nie 
odnotowano zauważalnego tworzenia się granulek srebra związanych z określoną grupą 
organizmów połączonych z sonda oligonukleotydową. 
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II.2.2.6. Charakterystyka profilu metabolicznego mikrobiocenoz osadu czynnego za pomocą 
systemu Biolog EcoPlates™ 
 
 Biolog EcoPlates (Biolog, Hayward, CA) pozwala na identyfikacje badanej grupy 
organizmów na podstawie „metabolicznego odcisku palca” - charakterystyczny wzór reakcji 
na płytce.  Profil fizjologiczny na poziomie mikrobiocenozy ocenia się na podstawie 
kluczowych cech: rozwój wzoru (podobieństwo), szybkość zmian koloru w każdej studzience, 
bogactwo odpowiedzi studzienek (różnorodność). Płytka zawiera 31 najbardziej użytecznych 
źródeł węgla do analizy biocenoz glebowych, powtórzonych 3 krotnie na każdej płytce. Za 
wynik pozytywny uznaje się pobór substratu w przynajmniej 2 z 3 powtórzeń. Purpurowa 
barwa jest obserwowana, gdy mikroorganizmy wykorzystują dane źródło węgla jako substrat 
w oddychaniu komórkowym, wówczas zawarty w roztworze hodowlanym dodany do źródła 
węgla barwnik chlorek tetrazoliowy jest redukowany do czerwonego formazanu, którego 
stężenie odczytywane jest spektrofotomerycznie. Badanie wykonano we współpracy z 
doktorem Bartoszem Kiersztynem. 
  Próbki osadu czynnego o różnej mikrobiocenozie z trzech badanych oczyszczalni 
rozcieńczono i zhomogenizowano zgodnie z opisem Tabeli 7. Wszystkie mikrobiocenozy 
analizowanych osadów czynnych nie były zasilane zewnętrznymi źródłami węgla w okresie 
24 godz. przed badaniem. Następnie zaszczepiono próbki bezpośrednio na mikropłytki Biolog 
– 150 μl do każdej ze studzienek. Mikropłytki inkubowano w temperaturze pokojowej (około 
21º C) i analizowano w określonych przedziałach czasowych, dla płytek testowych: w czasie 
0 oraz po 4, 6, 9, 10, 12, 20, 22, 24, 29 i 48 godzinach; dla płytek badanych: w czasie 0 oraz 
po 4, 8, 16, 20, 24, 30, 48, 72 i 96 godzinach. 
 
Tabela 7. Charakterystyka badanych próbek i sposobu ich przygotowania. 
n
r 
E
co
P
la
te
 
typ osadu 
oczyszczalnia, której 
pochodził osad 
O
D
 i
n
o
k
u
lu
m
 
homogenizacja rozcieńczalnik 
1 
testowy, 
z Chloroflexi 
komunalna, później 
reaktor przepływowy 
0,3 - 
woda nadosadowa 2 
0,1 
- 
3 3 min 
4 
badany z dużą liczbą 
Chloroflexi 
Komunalna 
0,3 
- woda 
destylowana 5 1 min 
6 - 
woda nadosadowa 7 1 min 
8 0,5 - 
9 
badany 
przemysłowa –
petrochemiczna 
0,3 
- woda 
destylowana 10 1 min 
11 - 
woda nadosadowa 
12 1 min 
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Wzorce reakcji analizowane były za pomocą czytnika mikropłytek, przy użyciu systemu 
MicroStation (Biolog Inc.), przy wartości gęstości optycznej OD590/ długości fali 590 nm. 
Odczyty absorbancji i inne dane pomiarowe zebrano przy użyciu Microlog Data Collection 
Software 1.2 (Biolog Inc.). 
 Maksymalną prędkość asymilacji substratów wyliczono dla każdego substratu 
analizując przebieg krzywej absorbancji i uśredniając wartości 3 punktów (wybranych 
punktach czasowych, gdy mikroganizmy zaczęły już metabolizować dostępne substraty i było 
widać wzrost asbsorbancji; wyliczono również odchylenia standardowe i usunięto odczyty 
odstające). 
 
II.2.2.7. Analiza liczebność bakterii nitkowatych zidentyfikowanych techniką FISH w 
reaktorach pracujących równolegle w tej samej oczyszczalni. 
 
Kwantyfikację przeprowadzono na podstawie par zdjęć wykonanych w tym samym 
polu widzenia dla sondy specyficznej i ogólnej, w co najmniej 20 polach widzenia przy 
użyciu mikroskopu epifluorescencyjnego Nikon Eclipse 40i z zastosowaniem powiększenia x 
6350. W analizie obrazów dokonanej przy użyciu oprogramowania ImageJ (National 
Institutes of Health, Maryland, USA; Collins, 2007) bazowano na doniesieniach, iż liczebność 
bakterii dających pozytywny sygnał po hybrydyzacji jest proporcjonalna do powierzchni 
jasnych pikseli na fotografiach wykonanych w analizowanych polach widzenia. Udział 
procentowy poszczególnych grup bakterii definiowanych przez sondy oligonukleotydowe 
(wyrażony jako % sygnału sondy EUBmix) wyliczono w postaci średniej arytmetycznej z 20 
oddzielnych pomiarów. 
 
II.2.2.8 Analiza statystyczna wyników. 
 
Standardowe analizy statystyczne, analizy korelacji (parametryczne ze 
współczynnikiem Pearson’a i nieparametryczne ze współczynnika korelacji rang 
Spearman’a), analizy głównych składowych (PCA) oraz analizy skupień przeprowadzono w 
programie STATISTICA™ firmy StatSoft®. Do analizy skupień wybrano metodę Warda, 
stosując analizę wariancji do obliczenia odległości między klastrami. Do tworzenia klastrów 
wybrano odległość euklidesową. Szukano czynników różnicujących oraz silnych relacji 
pomiędzy liczebnością populacji bakterii nitkowatych i danymi operacyjnych w 
oczyszczalniach ścieków. Analizu wykonano przy wsparciu mgr inż. Anny Witeski. 
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II. 3 WYNIKI 
II.3.1. Identyfikacja bakterii Ca. „Amarilinum spp.” na podstawie morfologii i wyniki 
barwień histochemicznych. 
 
Badano osad z duńskiej oczyszczalni Bjergmarken z dominującymi nitkowatymi 
bakteriami Chloroflexi, dla których projektowano sondę FISH (ich obecność została 
potwierdzona metodą NGS i FISH). Dominujące bakterie nitkowate był nieruchome, nie 
zaobserwowano rozgałęzień nici ani prostu epifory. Komórki były raczej prostokątne, jednak 
nie były wyraźnie widoczne. Nie zaobserwowano sept, jednak można było zauważyć odstępy 
pomiędzy komórkami.  
Neisser  Gram  Sudan czarny 
   
Rys. 2. Preparaty osadu czynnego po barwieniach histochemicznych oglądane w jasnym polu widzenia z 
zastosowaniem powiększenia x 6350. 
 
Barwienie Neissera dało wyniki pozytywny – niebieskie/fioletowe trichomy bez granul; 
a Grama negatywny. PHA - po barwieniu sudanem czarnym obserwowano bardzo małe 
ziarna wewnątrz komórek bakterii, barwienie Nile blue A również nie przyniosło silnych 
pozytywnych wyników (Rysunek 2). Procedura z DAPI dała negatywne wyniki dla granulek 
polifosforanu w badanych nitkach. Opisane wcześniej cechy i średnica włókien w przedziale 
1-2,2 μm pozwalały na klasyfikację fylotypu Candidatus ‘Amarilinum spp.’ jako typu 0092 
wg Eikelbooma. 
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II.3.2.Metody molekularne 
 
II.3.2.1. FISH - optymalizacja sondy, efekty i zalecenia do jej stosowania 
 
Przegląd sekwencji amplikonów 16S rRNA dokonanych w ramach bazy MiDAS gene 
amplicon pozwolił wyróżnić pojedynczą, liczną operacyjną jednostkę taksonomiczną (OTU, 
ang.:. Operational Taxonomic Unit) sklasyfikowaną na poziomie gatunku o roboczej nazwie 
C10_SB1A (później Ca. ‘Amarilinum spp.’ MiDAS_OTU5, odcięcie na poziomie 97%  
podobieństwa) (Simon Jon McIlroy i wsp., 2015). Ponieważ nie udało się zidentyfikować  
sondy obejmującej cały klad, sonda CFX64 (5'-TCTACCTAAGCAGACCGTTC-3 ') została 
zaprojektowana tak by obejmowała liczne referencyjne OTU z bazy MiDAS i większość 
blisko spokrewnionych sekwencji baz danych o pełnej długości (AF513086). Stosując 
odcięcie na poziomie 99,5% podobieństwa dla danych z MiDAS wykryto niską różnorodność 
wśród członków kladu Candidatus ‘Amarilinum spp.’ (nazywany później w tej pracy 
Amarilinum); z licznym OTU posiadającymi miejsce docelowe dla hybrydyzacji sondy 
CFX64. Dlatego też, pomimo stosunkowo wysokiej specyficzności sondy, wydaje się ona 
obejmować licznych członków tego rodzaju w pełnoskalowych oczyszczalniach ścieków z 
osadem czynnym. 
 
 
Rys. 3. Krzywa dysocjacji formamidu w zakresie 0-65% z krokiem 5%. 
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Optymalne stężenie formamidu wyznaczone na podstawie krzywej dysocjacji (Rys. 
10) to 30%. Bakterie kladu Amarilinum hybrydyzowały, zgodnie z oczekiwaniami, także z 
sondami ogólnymi EUBmix i CFXmix (analizy w MATH FISH wykazały tylko jedną 
niesparowaną zasadę dla sondy CFX1223). 
 
A  
B  C  D  
Rys. 4. A: Czarnobiały obraz analizy FISH - bakterie nitkowate Amarilinum (sonda CFX64); B: Obraz analizy 
FISH - bakterie nitkowate Amarilinum (sonda CFX64, 6-Fam, kolor czerwony); C: Obraz analizy FISH - 
bakterie w osadzie czynnym sonda EUBmix (Cy3, kolor zielony). D: Złożenia obrazów analizy FISH, 
przedstawiające bakterie nitkowate Amarilinum (sonda CFX64 nałożona na sondę EUBmix, kolor żółty) w 
osadzie czynnym sonda EUBmix (Cy3, kolor zielony – wszystkie bakterie).  
 
W trakcie badania skuteczności sondy w kilku oczyszczalniach udało się 
zaobserwować dwa morfotypy bakterii Amarilinum – nitki o większej szerokości dające nieco 
mocniejszy sygnał (w osadach z oczyszczalni Ejby Mølle)  oraz cieńsze (w osadach z 
oczyszczalni Aalborg Zachodni, Bjergmarken, oczyszczalnia III – Rysunek 5). 
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Rys. 5. Czarnobiały obraz analizy FISH – dwa morfotypy bakterii nitkowatych Amarilinum (sonda CFX64); 
szersze nitki w osadzie z oczyszczalni Ejby Mølle (po lewej)  oraz cieńsze nitki w osadzie z Bjergmarken, (po 
prawej) , powiększenie x 6350. 
 
II.3.2.2. Charakterystyka profilu metabolicznego metodami biologii molekularnej 
 
II.3.2.2.1. Microsphere adhesion to cells (MAC) 
 
 Tylko kilka fluoryzujących mikrosfer przyłączyło się do trichomów bakterii 
hybrydyzujących z sondą CFX64, można zatem wnioskować, że badane bakterie nitkowate 
Amarilinum mają hydrofilową powierzchnię (Rysunek 6). 
MAC FISH-sonda CFX64 FISH-sonda EUBmix 
   
Rys. 6. Badane pole widzenia z Amarilinum w teście MAC obserwowane z zastosowaniem różnych sond 
oligonukleotydowych, powiększenie x 6350. 
 
II.3.2.2.2. Enzyme-labelled fluorescence (ELF) 
 
 Badanie świeżej próbki biomasy z oczyszczalni ścieków w Aalborg Zachodni dla 
określenia aktywności enzymatycznej z zastosowaniem substratów ELF dało wynik 
pozytywny związany z dominującymi bakteriami nitkowymi hybrydyzującymi z sondą 
CFX64 tylko w przypadku ELF-97 N-acetyloglukozamidu- dla chitynazy (Rysunek 7).  
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ELF-97 N-acetyloglukozamid FISH-sonda CFX64 FISH-sonda EUBmix 
   
Rys. 7. Badane pole widzenia z Amarilinum w teście ELF obserwowane z zastosowaniem różnych sond 
oligonukleotydowych, powiększenie x 6350. 
 
Zdecydowano się także na przeprowadzenie dodatkowych testów dla aktywności amylazy. 
Wstępnie inkubacja ze skrobią BODIPY dała wynik pozytywny, jednak badanie z 
zastosowaniem inhibitorów i jego negatywny wynik wskazały, że prawdopodobnie bakterie 
hybrydyzujące z sondą CFX64 korzystają z produktów rozkładu skrobi przy pomocy 
aktywności  enzymów innych bakterii. Wskazało to także potrzebę przebadania asymilacji 
innych cukrów przez badane bakterie – galaktozy i glukozy. 
II.3.3.3. FISH-MAR 
 
Spośród 13 testowanych substratów bakterie Candidatus ‘Amarilinum spp.’ posiadały 
zdolność do wykorzystywania tylko trzech: fruktozy, galaktozy i glukozy Dodatkowo 
zauważono, że istnieje zróżnicowanie wśród badanych bakterii w kwestii poboru fruktozy. 
 
Tabela 8. Wyniki inkubacji MAR przeprowadzonych w warunkach tlenowych dla bakterii Amarilinum w 
osadzie z oczyszczalni Alborg Zachodni. 
 
Czas ekspozycji (doby) 7 10 12 
Octan - - - 
Mix aminokwasów - - - 
Glukoza + + + 
Glicerol - - - 
N-aminoglukozamina - - - 
Propionian  - - - 
Pirogronian - - - 
Maślan - - - 
Etanol - - - 
Fruktoza ++/- ++/- ++/- 
Galaktoza - + + 
Mannoza - - - 
Kwas mlekowy - - - 
++ silny, pozytywny sygnał MAR; + słaby, pozytywny sygnał MAR (inne bakterie nitkowate z większą liczbą 
granul) dla mniej niż 66% bakterii nitkowatych; - negatywny sygnał MAR dla więcej niż 33% of bakterii 
nitkowatych.
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Tabela 9. Zdjęcia obrazujące pozytywne wyniki inkubacji MAR z fruktozą przeprowadzonych w warunkach tlenowych dla bakterii Amarilinum w osadzie z oczyszczalni Alborg Zachodni. 
Czas ekspozycji (doby) 7 10 12 
MAR 
   
FISH-sonda CFX64 
   
FISH-sonda EUBmix 
   
49 
 
Tabela 10. Zdjęcia obrazujące negatywne wyniki inkubacji MAR z fruktozą przeprowadzonych w warunkach tlenowych dla bakterii Amarilinum w osadzie z oczyszczalni Alborg Zachodni. 
Czas ekspozycji (doby) 7 10 12 
MAR 
   
FISH-sonda CFX64 
   
FISH-sonda EUBmix 
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II.3.4. Charakterystyka metabolizmu  mikrobiocenoz osadu czynnego za pomocą systemu Biolog 
EcoPlates™ 
 
Rysunek 8. Intensywność metabolizmu substratów (Vmax) na podstawie wyników odczytów z EcoPlate 1 – osad czynny 
z oczyszczalni III o gęstości optycznej 0,3, rozcieńczany woda nadosadową. 
 
 
 
Rysunek 9. Intensywność metabolizmu substratów (Vmax) na podstawie wyników odczytów z EcoPlate 2 – osad 
czynny z oczyszczalni III o gęstości optycznej 0,1, rozcieńczany woda nadosadową. 
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Rysunek 10. Intensywność metabolizmu substratów (Vmax) na podstawie wyników odczytów z EcoPlate3 – osad 
czynny z oczyszczalni III o gęstości optycznej 0,1, rozcieńczany woda nadosadową, homogenizowany przez 3 min. 
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Rysunek 11. Odciski palców stworzone na podstawie wyników odczytów EcoPlate 1-12 (od lewego górnego rogu -1, do prawego dolnego rogu-12), rzutowanie znormalizowanej maksymalnej 
prędkości poboru substratów.  
53 
 
 
Rysunek 12. Wskaźniki asymilacji (Vmaxsubstratu-Vmaxwody) dla próbek testowych badanych na płytkach EcoPlates 1-3 zaprezentowane w postaci barwnego gradientu (odpowiadającemu 
intensywności poboru danego substratu w badanych próbkach), z podziałem substratów na  grupy.  
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Rysunek 13.  Graficzne przedstawienie wzorów uzyskanych dla płytek EcoPlate 4-12po 96h z wyróżnieniem 
grup substratów wykorzystanych na płytce. 
 
 Rysunek 14. Procent całkowitego wykorzystania źródeł węgla dla różnych grup substratów. 
 
Wyniki badań przedstawione na Rysunku 14 wskazują węglowodany jako najchętniej 
wykorzystywane przez bakterie osadu czynnego źródło węgla (28–43% całkowitej asymilacji)  
najmniejszym powodzeniem cieszyły się aminy i amidy (3–10%) oraz aminokwasy (9–18%). 
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Tabela 11. Maksymalna prędkość asymilacja substratów oraz wartości opóźnienia czasowego wyliczone i 
uśrednione dla każdej płytki (w porównaniu z próbkami kontrolnymi). 
EcoPlate 
znormalizowane 
opóźnienie czasowe 
znormalizowana 
Vmax 
1 0,05 0,11 
2 0,07 0,06 
3 0,07 0,05 
4 0,09 0,09 
5 0,10 0,08 
6 0,07 0,10 
7 0,09 0,09 
8 0,08 0,10 
9 0,09 0,09 
10 0,09 0,09 
11 0,10 0,08 
12 0,11 0,07 
 
II.3.3. Bakterie wykryte za pomocą sond oligonukleotydowych 
 
Tabela 12. Obecność bakterii hybrydyzujących z danymi sondami oligonukleotydowymi w polskiej oczyszczalni 
III i duńskiej oczyszczalni Aalborg Zachodni (AAV). 
 
 
 
data poboru I II III IV I II IV VI I II IV VI III I II IV V VI V VI IV
sonda/ reaktor 5 AAV
ALF 968 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + NB
BET42a + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + NB
GAM42a + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + NB
DELTA495a + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + NB
HGC69a + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + NB
TM7905 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NB
Curvi997 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NB
HHY654 + + + + + + + + + + + - + - + + + - + + NB
Gor596 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NB
Spin1449 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NB
Myc657 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NB
G123T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NB
CFXmix + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +
MPAmix - - - + - - + + - - + + + - - - + + - - NB
CFX109 + + + - + - - + + + - - - + - - - + - - -
CFX784 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CHL 1851 - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - -
AHW183 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
GNS667 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CFX197 + + - - + - + - - - - + - + - - - + + + -
CFX223 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Caldi-678 + - - + - - + - + + - + + + + + - + - - +
T0803-0654 - - - - - - + + - - - - - - - + - + - - -
T0803ind-0642 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
GNSB633 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CFX64 + - - - + - + - + - - - - - - - - - - - +
CFX763 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CFX1151 - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - +
Opis: - nie stwierdzono obecności lub zaobserwowano pojedyncze bakterie nie stanowiące więcej niż 1% bioobjętości osadu czynnego;            
+ stwierdzono obecność bakterii; NB- nie badano.
1 2 3 4 6
56 
 
 
 
 
 
Rys. 15. Złożenia obrazów analizy FISH, przedstawiające bakterie nitkowate z rodzaju Caldilinea (sonda Caldi-678, Cy3, kolor czerwony) w osadzie czynnym sonda 
EUBmix (6-Fam, kolor zielony – wszystkie bakterie). Skala na zdjęciu odpowiada 10 µm. 
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Rys. 16. Złożenia obrazów analizy FISH, przedstawiające bakterie nitkowate Amarilinum (sonda CFX64, 6-Fam, kolor czerwony) w osadzie czynnym sonda EUBmix (Cy3, 
kolor zielony – wszystkie bakterie). Skala na zdjęciu odpowiada 10 µm. 
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Rys. 17. Złożenie obrazów analizy FISH, przedstawiające bakterie nitkowate Chloroflexi (sonda CFX109, Cy3, kolor czerwony) w osadzie czynnym sonda EUBmix (6-Fam, 
kolor zielony – wszystkie bakterie). Skala na zdjęciu odpowiada 10 µm. 
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Rys. 18. Złożenia obrazów analizy FISH, przedstawiające bakterie nitkowate z klasy Anaerolineae (sonda CFX784, Cy3, kolor czerwony) w osadzie czynnym sonda EUBmix 
(6-Fam, kolor zielony – wszystkie bakterie). Skala na zdjęciu odpowiada 10 µm. 
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Rys. 19. Złożenia obrazów analizy FISH, przedstawiające bakterie nitkowate “Ca. Sarcinathrix spp.” sonda CFX1151, Cy3, kolor czerwony) w osadzie czynnym sonda 
EUBmix, 6-Fam, kolor zielony – wszystkie bakterie). Skala na zdjęciu odpowiada 10 µm. 
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Rys. 20. Złożenia obrazów analizy FISH, przedstawiające bakterie nitkowate morfotypu 0803 (sonda T0803-0654, Cy3, kolor czerwony) w osadzie czynnym sonda EUBmix 
(6-Fam, kolor zielony – wszystkie bakterie). Skala na zdjęciu odpowiada 10µm.  
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Rys. 21. Złożenie obrazów analizy FISH, przedstawiające bakterie nitkowate morfotypu 0803 zaobserwowany w ściekach przemysłowych (T0803ind-0642, Cy3, kolor 
czerwony) w osadzie czynnym sonda EUBmix (6-Fam, kolor zielony – wszystkie bakterie). Skala na zdjęciu odpowiada 10µm.
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II.3.6. Analiza liczebność bakterii nitkowatych zidentyfikowanych techniką FISH w 
reaktorach pracujących równolegle w tej samej oczyszczalni. 
 
Tabela 13. Wyniki kwantyfikacji bakterii hybrydyzujących z ogólnymi sondami oligonukleotydowymi w 
polskiej oczyszczalni III oraz wartości referencyjne z oczyszczalni polskich i duńskich (Muszyński i wsp. 2012, 
2015; Kong i wsp., 2002; Nielsen i wsp., 2010). 
Muszyński 
et al., 2015
labora-
toryjn
y
1 2 3 4 5 6
bioobjętość 5,9 4,9 4,6 5,9 10,9 17,4 1,9-17,4 6,0 1,8 10,0
SD 2,3 3,1 2,9 3,9 8,9 9,8
SE 0,5 0,7 0,6 0,9 2,0 2,2
bioobjętość 25,0 38,1 22,4 21,3 33,4 33,6 0-44,8 23,0 18,0 19,0
SD 12,4 16,1 11,3 10,2 11,5 26,9
SE 3,3 3,6 2,5 5,7 2,6 6,0
bioobjętość 2,8 6,6 10,3 13,3 11,8 2,2 0-24,2 5,0 2,6 22,0
SD 3,3 9,9 10,0 7,9 9,8 5,5
SE 0,7 2,2 2,4 1,8 2,3 1,2
bioobjętość 1,1 0,5 0,2 2,0 0,3 0,3 0-2,62 1,0 5,8 8,1
SD 1,1 1,7 0,4 4,7 0,8 1,3
SE 0,3 0,4 0,1 1,0 0,2 0,3
bioobjętość 4,9 2,6 0,7 0,0 0,5 0,0 0-7,5 15,0 11,0 6,4
SD 5,4 8,0 1,4 0,0 1,5 0,0
SE 1,2 1,8 0,3 0,0 0,3 0,0
bioobjętość 3,4 0,5 0,2 2,0 0,3 0,3 0-11,6 0,2-6,3
bioobjętość 11,9 10,3 8,3 9,5 8,8 3,3 3,3-15,6 12,0 8 10,2 2,4-22,3
bioobjętość 0,5 1,4 1,6 2,2 0,4 0,0 0-4,8
inne i nieznane 
bakterie
bioobjętość 48,4 37,0 53,6 48,1 34,3 43,3 61,0 34,0 27,0
bakterie nitkowate bioobjętość 15,8 12,2 10,1 13,6 9,5 3,6 10,8
8,0
8,1
1,9
0,6
1,0
8,7
średnia w reaktorze
Kong et al.., 2002; 
Nielsen et al., 2010
pełnoskalowy
ALF 968
żródło danych
pełnoskalowy
średnia zakres zakres
7,3
4,8
1,1
44,1
Dania
1,2
0,3
1,8
3,5
0,8
1,1
Muszyński et 
al., 2012
kraj
reaktor
sonda 
oligonukleotydowa
 pełnoskalowy w oczyszczalni III 
Polska
badania w ramach pracy doktorskiej
MPAmix
średnia
1,9
2,0
9,0
38,0
7,0
BET42a
GAM42a
DELTA495a
HGC69a
HHY654
CFXmix
29,7
13,4
3,3
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Rysunek 22. Główne grupy bakterii w mikrobiocenozach osadu czynnego w 6 reaktorach pełnoskalowej oczyszczalni ścieków (sdnie z okresu styczeń 2016- czerwiec 2016). Liczebność 
poszczególnych grup bakteryjnych określono za pomocą qFISH z zastosowaniem sond grup ogólnych i ogólnej sondy bakteryjnej EUBmix. Słupki błędów ilustrują odchylenie standardowe. 
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Tabela 14. Wyniki kwantyfikacji bakterii nitkowatych hybrydyzujących z danymi sondami oligonukleotydowymi w polskiej oczyszczalni III i duńskiej oczyszczalni Aalborg Zachodni (AAV) 
(wartości powyżej średniej dla oczyszczalni oznaczono kolorem szarym). 
reaktor 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 5 5 5 5 5 4 6 
średnia w reaktorze 
średnia w 
oczyszczalni 
data poboru 
2
9
.0
1
.2
0
1
6
 
2
6
.0
2
.2
0
1
6
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5
.0
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0
1
6
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7
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1
6
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.0
4
.2
0
1
6
 
0
3
.0
6
.2
0
1
6
 
2
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.0
6
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0
1
6
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6
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0
1
6
 
0
3
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6
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0
1
6
 
nr próbki 
1
-s
ty
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eń
 
1
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1
-m
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c 
1
-k
w
ie
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eń
 
1
-s
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cz
eń
 
1
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1
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2
-m
aj
 
3
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3
-l
u
ty
 
3
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w
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eń
 
3
-c
ze
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ie
c 
5
-s
ty
cz
eń
 
5
-l
u
ty
 
5
-k
w
ie
ci
eń
 
5
-m
aj
 
5
-c
ze
rw
ie
c 
4
-m
aj
 
6
-m
aj
 
1 2 3 4 5 6 
CHL 1851 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,10 0,00 0,00 0,00 0 0,5 0 0 0,4 0 0,21 
CFX784 0,22 0,00 0,19 0,12 0,65 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,12 0,21 0,12 0,00 0,00 0,12 0,12 0,12 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,11 
CFXmix 27,85 18,36 17,47 4,82 15,57 4,72 10,24 7,84 17,58 12,82 6,73 8,21 16,82 9,37 10,54 3,76 13,70 9,45 3,32 17 9,6 11 9,5 11 3,3 11,54 
T0803-0654 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,56 2,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 2,10 0,00 0,00 0 1,2 0 0 0,8 0 0,46 
Caldi-678 2,40 0,00 0,00 2,67 0,00 0,00 5,33 0,00 4,52 1,48 0,00 5,94 2,72 5,59 3,87 0,00 7,31 5,67 0,00 1,3 1,3 3 5,7 3,9 0 2,5 
CFX109 5,00 5,00 5,00 0,91 4,21 0,24 0,85 1,40 6,36 1,28 0,44 0,99 5,00 0,59 0,46 0,52 1,34 0,80 0,52 4 1,7 2,3 0,8 1,6 0,5 2,15 
CFX64 1,34 0,58 0,11 0,00 1,52 0,00 1,35 0,00 2,22 0,00 0,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,39 0,5 0,7 0,7 0 0 0,4 0,42 
CFX197 5,00 2,30 0,40 0,00 6,90 0,00 2,39 0,00 0,80 0,00 0,00 3,04 6,06 0,00 0,00 0,00 3,14 0,00 3,49 1,9 2,3 1 0 1,8 3,5 1,76 
CFX1151 0,14 0,23 0,00 0,00 2,13 0,03 0,20 0,15 0,10 0,01 0,12 0,20 0,00 0,00 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,1 0,6 0,1 0,2 0,1 0,2 0,21 
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Rysunek 23. Mikrobiocenozy bakterii nitkowatych w osadzie czynnym w 6 reaktorach pełnoskalowej oczyszczalni ścieków w okresie styczeń 2016 – czerwiec 2016. Liczebność 
poszczególnych grup bakteryjnych określono za pomocą Fish i z zastosowaniem sond grup ogólnych i ogólnej sondy EUBmix. 
 
Jak widać na powyższym rysunku skład jakościowy mikrobiocenoz bakterii nitkowatych w badanych reaktorach jest podobny. Znaczące różnice występują w 
obecności typu 1851, Ca. „Amarilinum” i Ca. „Sarcinatrix”. 
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II.3.7. Analiza liczebność dominujących grup bakterii i najliczniejszych grup bakterii nitkowatych metodą NGS.  
Tabela 15. Liczebność bakterii nitkowatych w badanych próbkach osadu czynnego. Wyniki sekwencjonowania amplikonu 16S porównano z wartościami średnimi dla duńskich oczyszczalni 
oraz oczyszczalni I i II (Miłobędzka i Muszyński, 2017). 
  
Liczebność bakterii w oczyszczalni III 
Średnia liczebność w 
oczyszczalniach Funkcja 
  duńskich polskich 
  % par odczytów 
k
o
m
u
n
al
n
e 
m
ie
sz
an
e 
p
rz
em
y
sł
o
w
e 
I II
 
II
I 
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O
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D
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re
ak
to
r 
1
 
re
ak
to
r 
2
 
 r
ea
k
to
r 
3
 
              
Proteobacteria; Rhodoferax 5,2 8,2 4,8 2,8 3,1 4,5 6,7 5,9 3,2 3,2 2,5 1,5 0,4 12,7 5,3 4,8               
Bacteroidetes; Flavobacterium 0,5 0,5 0,2 0,2 0,4 0,4 0,5 0,4 0,2 0,3 0,5 0,2 0,9 3,8 5,1 0,4               
Bacteroidetes; QEDR3BF09 3,4 1,3 2,6 5,5 6,0 9,0 4,6 3,0 2,8 5,8 1,3 1,2 0,1 2,1 4,1 4,4               
Bacteroidetes; PHOS−HE28 1,1 0,6 1,6 0,7 2,1 1,4 1,2 1,9 1,1 1,5 0,8 0,9 0,7 2,1 3,0 1,3               
Bacteroidetes; CYCU−0281 1,6 0,8 1,1 1,0 2,0 2,2 3,0 1,2 1,5 2,1 0,9 0,9 0,5 1,8 2,1 1,6               
Bacteroidetes; Ca. Epiflobacter 0,8 0,2 0,7 0,2 1,2 1,6 0,7 0,7 0,5 1,1 0,9 0,8 0,1 1,9 1,8 0,8               
Bacteroidetes; Terrimonas 2,6 3,2 1,1 0,5 1,1 1,6 2,0 1,3 1,1 1,1 0,8 0,6 0,3 2,4 1,0 1,5               
Proteobacteria; Dechloromonas 6,1 5,7 6,5 1,6 3,6 5,0 4,1 5,1 4,3 3,6 1,5 0,4 0,1 1,5 1,8 4,5               
Proteobacteria; Sulfuritalea 0,2 0,9 0,9 1,4 0,1 0,2 0,4 0,3 1,3 0,1 0,5 0,5 0,1 2,2 1,1 0,6               
Proteobacteria; 188up 2,6 2,7 1,5 2,7 1,9 2,0 2,2 1,5 2,0 2,0 0,5 0,3 0,0 1,6 1,3 2,1               
Bacteroidetes; OTU_306 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,8 2,1 0,0               
Chloroflexi; Ca. Villogracilis 0,4 0,1 0,4 0,2 1,0 0,5 0,1 0,4 0,5 1,5 0,8 1,0 0,2 1,6 1,3 0,5               
Proteobacteria; Ca. Accumulibacter 0,2 0,4 0,6 0,2 0,1 0,3 0,4 0,7 0,6 0,2 0,2 0,2 0,3 1,6 1,2 0,4               
Proteobacteria; Arcobacter 1,1 0,8 0,9 0,3 0,9 1,1 1,1 0,9 0,5 0,8 0,2 0,1 0,1 2,0 0,8 0,8               
Bacteroidetes; OTU_371 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 1,3 0,0               
Proteobacteria; Ferribacterium 9,1 10,1 9,3 0,9 6,7 11,2 9,7 8,5 8,2 11,2 0,4 0,7 0,1 1,3 1,3 8,5               
Proteobacteria; OM27 clade 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,3 0,2 0,1 1,0 1,6 0,0               
Proteobacteria; Aquabacterium 0,2 0,5 0,2 0,0 0,3 0,3 0,4 0,3 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 1,2 1,4 0,2               
Bacteroidetes; Ferruginibacter 3,9 4,4 1,9 1,6 2,5 2,6 2,5 2,4 2,1 1,7 0,9 0,7 0,3 0,6 1,9 2,6               
Bacteroidetes; MK04 0,9 1,3 6,4 1,1 5,3 1,6 3,8 6,7 2,4 2,2 0,7 0,9 0,1 2,1 0,3 3,2               
Proteobacteria; OTU_34 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3 0,1 0,9 1,4 0,0               
Bacteroidetes; OTU_423 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,7 1,2 0,0               
Proteobacteria; Zoogloea 0,4 1,2 1,2 0,3 0,2 0,4 0,8 1,0 2,2 0,4 0,3 0,7 0,5 0,6 1,2 0,8               
Nitrospirae; Nitrospira 0,6 2,7 2,5 2,2 0,3 0,9 1,8 2,0 3,0 0,4 0,8 0,7 0,3 1,0 0,7 1,6               
Proteobacteria; Leptothrix 0,1 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,6 0,6 0,2 0,6 1,0 0,2               
Proteobacteria; OTU_35 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,1 0,5 1,1 0,0               
Proteobacteria; Simplicispira 1,3 0,5 1,1 1,4 0,7 1,6 1,0 1,3 0,9 0,9 0,6 0,6 0,1 1,3 0,2 1,1               
Proteobacteria; Rhodobacter 0,9 1,0 1,0 1,7 0,7 0,8 0,9 1,0 0,9 0,6 2,3 2,0 0,8 0,8 0,6 0,9               
Proteobacteria; Ca. Nitrotoga 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,1 0,8 0,6 0,0               
Proteobacteria; Nitrosomonas 0,9 0,5 0,9 0,4 0,9 1,1 1,2 1,1 0,9 1,4 0,4 0,4 0,3 0,6 0,7 0,9               
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Tabela 16. Struktura filogenetyczna i liczebność bakterii Chloroflexi występujących w oczyszczalni III w okresie badawczym. 
Klasa Rząd Rodzina Rodzaj OTU 
reaktor 1 reaktor 2 reaktor 3 
śr
ed
n
i
a 
sty.16 lut.16 kwi.16 cze.16 maj.16 cze.16 sty.16 lut.16 maj.16 cze.16 
Anaerolineae Anaerolineales Anaerolineaceae 
Anaerolinea 497 0,1       0,1             
Candidatus Villogracilis 
42 0,4 0,1 0,4 0,1 0,7 0,4 0,1 0,3 0,4 1,4 0,4 
236     0,1   0,2     0,1 0,2 0,1 0,1 
Leptolinea 
226 0,1     0,1   0,1   0,1   0,1 0,1 
396     0,1   0,1 0,1     0,1 0,1 0,1 
282           0,1           
583         0,1             
T78 
114 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,2 0,2 0,3 0,3 
631       0,1 0,1   0,1 0,1   0,1   
239 0,1 0,1         0,1         
338           0,1           
niehodowlane 299     0,1       0,1   0,1 0,1   
niehodowlane 235 0,1 0,1                   
niehodowlane 306         0,1       0,2     
niehodowlane 883               0,1 0,1     
niehodowlane 530                 0,1     
niehodowlane 738                 0,1     
  464     0,1           0,1     
Caldilineae Caldilineales Caldilineaceae 
Candidatus Defluviifilum 
133 0,1 0,2 0,3 0,1     0,1 0,2 0,4   0,2 
238       0,1     0,1   0,1     
358                 0,1     
806       0,1         0,1     
902                 0,1     
niehodowlane 152 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
niehodowlane 186       0,1 0,1 0,1       0,1 0,1 
niehodowlane 488         0,1 0,1     0,1 0,1   
niehodowlane 363       0,1 0,1     0,1 0,1 0,1   
niehodowlane 457   0,1   0,1 0,1 0,1           
niehodowlane 337       0,1 0,1         0,1   
niehodowlane 421                   0,0   
niehodowlane 489                   0,1   
niehodowlane 886                   0,0   
  144   0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 
SJA-15 
C10_SB1A C10_SB1A Candidatus Amarilinum 17 0,6 0,1 0,2 1,8 0,8 0,3 0,1 0,2 0,3 0,7 0,5 
1-20 1-20 Candidatus Sarcinathrix 
128 0,1     0,3 0,1       0,1 0,1 0,1 
275       0,1         0,1   0,1 
Ardenticatenia 
419 2-1 Candidatus Promineofilum 
33 0,7 0,3 0,2 0,4 0,5 0,7 0,3 0,3 0,3 0,5 0,4 
174 0,1     0,4 0,1 0,1     0,1 0,1 0,1 
419 2-1   272                   0,1   
TK10 mle1-48 mle1-48 mle1-48 
336     0,1 0,1         0,1     
364       0,1               
WCHB1-50 WCHB1-50 WCHB1-50 
SM1F10 
225   0,1 0,1 0,1 0,1   0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
260   0,1         0,1   0,1     
326 0,1                     
WCHB1-50 427 0,1 0,1     0,1   0,1 0,1       
  58 0,3 0,4 0,3 0,4 0,6 0,2 0,2 0,3 0,3 0,7 0,4 
  660               0,1       
  602       0,1               
  155     0,1   0,1 0,1   0,1 0,1 0,2 0,1 
Chloroflexia Chloroflexales Roseiflexaceae 
  232   0,1 0,6 0,1             0,3 
  927       0,1               
niehodowlane    
 
  19 0,3 0,2 0,3 0,5 0,8 0,3 0,3 0,3 0,4 0,9 0,4 
Thermomicrobia JG30-KF-CM45  
 
  301     0,1 0,1         0,1     
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Tabela 17. Funkcja, przynależność filogenetyczna i liczebność bakterii nitkowatych w badanych próbkach osadu czynnego. Wyniki sekwencjonowania amplikonu 16S porównano z 
wartościami średnimi dla duńskich oczyszczalni oraz wynikami FISH, dla oczyszczalni I i II dane pochodzą z raportu z grantu nr 504/02092 ( Miłobędzka, 2016). 
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I II II
I
Actinobacteria; Ca. "Microthrix" 4 2 1 1 0 1 0,9 0,1 0,6 0,1 0,9 0,2 0,0 0,2 0,0 0,1 0,2 0,2 0,9 3,5 0,3 0,3 0,2 0,7 1,2 0,3 20,3 5,3 16,7 6,6 34,0 5,7 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 2,9 3,4 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 1,9
Chloroflexi; Ca. "Promineofilum” 1 1 0 0 0 1 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,8 0,3 0,3 0,8 0,6 0,8 0,4 0,4 0,4 0,6 0,8 0,0 0,0 3,0 6,1 0,0 0,0 0,0 3,1 0,0
Chloroflexi; Ca. "Amarilinum” 2 1 0 0 0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 0,1 0,2 1,8 0,8 0,3 0,1 0,2 0,3 0,7 2,2 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Chloroflexi; Ca. "Villogracilis” 1 1 0 2 1 1 0,8 1,8 0,3 5,0 0,3 0,9 2,2 0,5 1,6 1,1 0,4 0,1 0,4 0,2 1,0 0,5 0,1 0,4 0,5 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Actinobacteria; Gordonia 1 0 1 0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,2 1 1,8 0,0 0,0 0,1 0,1 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Chloroflexi; Ca. "Defluviifilum” 1 1 1 0 0 0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,4 0,4 0,1 0,1 0,2 0,3 0,7 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 2,1 0,0
Chloroflexi; Ca. "Sarcinathrix" 1 1 1 0 0 0 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,0 0,4 0,1 0,1 0,2 0,1 0,0 0,1 0,5 0,1 0,0 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1 0,2 0,2 0,0 0,0 0,2 0,2 0,2
Bacteroidetes; Haliscomenobacter 0 0 0 0 1 0 0,1 0,3 0,1 0,2 0,1 0,5 0,4 0,8 0,3 0,8 0,1 0,0 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 4,2 8,6 2,1 0,7 0,8 3,8 11,9 5,6 0,1 0,3 0,2 0,0 0,0 0,4 2,0 0,0 0,0 0,0 0,3 1,2
Proteobacteria; Meganema 0 0 1 0 0 0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria; Thiothrix 0 0 1 0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
typ Chloroflexi 1,8 2,6 1,2 5,7 1,4 1,7 3,3 1,8 2,2 2,3 2,4 1,1 3,2 9,1 3,1 2,1 1,2 2,3 4,4 3,4 7,1 5,3 21,6 9,5 6,4 11,7 12,8 6,5 7,2 9,3 17,6 12,8 6,7 8,2 9,5 16,8 9,4 10,5 3,8 13,7
Funkcja
polskich
 w czasie
I II III I II III
Liczebność znanych bakterii nitkowatych
NGS (% par odczytów) FISH (% of EUBmix)
średnia w oczyszczalniach 
duńskich
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Rysunek 24. Porównanie liczebności bakterii nitkowatych uzyskanych metodą FISH i NGS. 
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II. 4 DYSKUSJA 
 
II.4.1. Klasyfikacja do morfotypu i właściwości bakterii Ca. „Amarilinum spp.”. 
 
Bazując na obserwacjach mikroskopowych w przeszłości udało się wyróżnić, 
sklasyfikować i nazwać 30 morfotypów bakterii nitkowatych w oczyszczalniach 
komunalnych (w pierwszej publikacji na ten temat Eikelboom wyróżnił 26 morfotypów 
(1975)) oraz kolejne 40 (choć niektóre są niezwykle rzadkie) w oczyszczalniach 
przemysłowych (Eikelboom, 1975; Eikelboom, 2000; Elkelboom i Geurkink, 2002; Jenkins i 
wsp., 1993; Jenkins i wsp., 2004).  Należy mieć na uwadze, iż jedynie 10 z tych morfotypów 
odpowiada za ponad 90% przypadków pęcznienia osadu czynnego w komunalnych i 
przemysłowych oczyszczalniach ścieków (Eikelboom, 2000; Jenkins i wsp., 2004; Wanner, 
Kragelund, Nielsen, 2009).  
Klasyczna metoda identyfikacji wg Eikelbooma (1975, 2000) bazuje na cechach 
morfologicznych (kształt i średnica nitek; obecność rozgałęzień, ścianek poprzecznych, 
pochewki, porośli i wcięć; ruchliwość nitek) zaobserwowanych w preparatach przyżyciowych 
i barwionych oraz wynikach barwień bakterii metodami Neissera i Grama, jak również testu 
siarkowego (zdolność do gromadzenia siarki w postaci granul). Cechy te mogą się nieco 
różnić i są zależne od warunków środowiskowych. Niektóre morfotypy, takie jak 
Sphaerotilus natans i typ 0092 mogą zmienić swoją morfologię w zależności od warunków 
środowiskowych (Buali i Horan, 1989; Richard, Hao i Jenkins, 1985; Seviour i wsp., 1997). 
Dodatkowo bakterie nitkowate Chloroflexi porośnięte epiforą, charakterystyczną dla typów 
0041/0675, 1701 i 1851 bez zastosowania techniki FISH są bardzo trudne lub wręcz 
niemożliwe do identyfikacji (Wanner i wsp., 2009) (Rysunki 15-21). Obecnie wiadomo, że 
tylko kilka grup bakterii nitkowatych może być zidentyfikowanych na podstawie ich cech 
morfologicznych, a rzetelna identyfikacja stała się możliwa dzięki zastosowaniu 
niehodowanych metod molekularnych (Wanner i wsp., 2009). 
Morfotyp 0092 obejmuje wiele, różnych, dających negatywne wyniki barwień Grama 
i Neissera gatunków oraz rodzajów bakterii w obrębie typów Chloroflexi, i Bacteroidetes. Nic 
dziwnego zatem, że w rankingu dominujących organizmów nitkowatych w pęcznieniu i 
pienieniu osadu czynnego wyróżnionych  na podstawie obserwacji morfologicznych, nie 
tylko występuję w prawie wszystkich krajach (jego obecności nie stwierdzono w Japonii i 
Niemczech), ale lokuje się zwykle na wysokich pozycjach (1-8) (Wanner i wsp., 2009).  
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Wanner i Grau (1989) sklasyfikowali bakterie morfotypu 0092 jako mikroorganizmy zdolne 
do wzrostu w warunkach tlenowych, anoksycznych i beztlenowych. Natomiast badania 
czystych kultur wykazały, że są to bakterie tlenowe (Bu'ali i wsp., 1988; Horan i wsp., 1988). 
Chloroflexi typ 0092 są powszechne na całym świecie (Martins i wsp., 2004, Tandoi i wsp., 
2006), tym bardziej należy skupić wysiłki na identyfikacji grup taksonomicznych zaliczanych 
do typu 0092 i jednocześnie powodujących problemy eksploatacyjne. Jedynie takie podejście, 
zgodne z prezentowanym w niniejszej dysertacji, pozwoli opracować skuteczną, specyficzną 
metodę eliminacji tych mikroorganizmów.  
Badane w pracy organizmy nitkowate z typu Chloroflexi, dla których zaprojektowano 
sondę oligonukleotydową – Ca. „Amarilinum spp.“ prezentowały bardzo charakterystyczne 
cechy morfologiczne typu 0092.  Pozytywny wynik barwienia Neissera (Rysunek 2) i 
trichomy wystające z kłaczków lub unoszące się w cieczy osadowej uprościły identyfikację 
metodą Eikellbom’a (Jenkins i wsp., 2004), ostatecznie badane bakterie nitkowate 
zaklasyfikowano do typu 0092.  
Sonda CFX64 była zaprojektowana w ramach współpracy z duńskim zespołem 
badawczym aby wykrywać specyficznie bakterie Ca. „Amarilinum spp.” i jednocześnie 
obejmować wszystkie OTU w tym kladzie występujące w osadzie czynnym w różnych 
oczyszczalniach ścieków na całym świecie. Jak dotąd analizy próbek z kilku duńskich 
oczyszczalni i kilku polskich reaktorów (prezentowane w niniejszej pracy) potwierdziły 
skuteczność sondy stosowanej w 30% FA (Rysunek 3). Analiza NGS dla oczyszczalni III 
wykazała obecność jedynie OTU17 (Tabela 16). 
Wykonane badanie ELF wykazało aktywność chitynaz u bakterii Amarilinum 
(Rysunek 7). Dodatkowo różnice w możliwości hydrolizy skrobi w obecności inhibitorów i 
ich braku, wskazały, że dane bakterie mogą korzystać z metabolitów skrobi tworzonych przez 
inne grupy bakteryjne. Zaowocowało to przebadaniem galaktozy i glukozy w teście MAR-
FISH, gdzie oba monosacharydy dały wynik pozytywny. Innym substratem, z którego 
korzystała część bakterii Ca. „Amarilinum spp.“ była fruktoza (Tabela 8). 
 
II.4.2. Porównanie bakterii Ca. „Amarilinum spp.” z innymi Chloroflexi 
 
Na podstawie danych opublikowanych przez Kragelund i wsp. (2007) oraz Nielsen i 
wsp. (2009b) można stwierdzić, iż bakterie Ca. „Amarilinum spp.” posiadają znacznie 
wyższą specjalizację niż większość Chloroflexi  (które oprócz monosacharydów jak  glukoza 
korzystały również z octanu).  
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W przeciwieństwie do innych Chloroflexi nie wykazują wysokiego poboru glukozy (nie 
wszystkie trichomy hybrydyzujące z sondą CFX64 dały wynik dodatni). Co ciekawe, w 
ramach mojej pracy doktorskiej analiza MAR-FISH potwierdziła pobór monosacharydów 
ketonowych: fruktozy i galaktozy dla bakterii Amarilinum (Tabela 8). Pobór tych dwóch 
cukrów prostych odnotowano już wcześniej dla bakterii Chloroflexi hybrydyzujących z sondą 
CFXmix (wykrywanie bakterii należących do typu Chloroflexi), ale nie udało się 
zidentyfikować odpowiedzialnej za to niższej grupy filogenetycznej (Nielsen i wsp., 2009b). 
Pobór fruktozy i galaktozy obserwowano również w czystych kulturach EU25 i Ver9Iso2, ale 
w przeciwieństwie do Ca. „Amarilinum spp.”  korzystają one również z innych substratów 
(octan i pirogronian) i nie wydzielają chitynaz. Z moich badań wynika też, iż podobnie jak 
wszystkie opisane Chloroflexi,  Amarilnum nie korzystały z propionianu, mleczanu, 
dwuwęglanu etanolu, glicerolu oraz mieszaniny aminokwasów (Tabela 10). W ramach badań 
nie odnotowano również pozytywnego sygnału MAR-FISH dla substratów, których zmienny 
pobór raportowano dla mikroorganizmów hybrydyzujących z sondą CFXmix: octanu, 
maślanu, pirogronianu, mannozy i N-aminoglukozaminy. Powszechne wśród bakterii typu 
Chloroflexi jest natomiast wykorzystywanie glukozy, donoszono również o możliwościach 
poboru galaktozy, natomiast fruktozy  zwykle nie uwzględniano w badaniach (Tabela 9). Jak 
większość Chloroflexi, Amarilinum nie gromadzą PHA i polyP oraz nie wykazują 
właściwości hydrofobowych.  
Podczas hydrolizy złożonych makrocząsteczek, takich jak polisacharydy, białka i inne, 
Chloroflexi mogą wydzielać wiele egzoenzymów: chitynazy, esterazy, galaktozydazy, 
glukuronidazy, fosfatazy i proteazy (Nielsen, Kragelund i Nielsen, 2010). Jednak tylko dwie 
grupy Chloroflexi opisane przez Kragelund i wsp. hybrydyzujące ze specyficznymi sondami - 
CFX1223 i T0803-0654 (Kragelund  i wsp., 2011; Nielsen i wsp., 2009b) wykazały w 
badaniach in situ aktywność chitynaz.  
Morfologia badanych bakterii (Rysunki 4 i 5) jest zbliżona do innych Chloroflexi bez 
porostu również klasyfikowanych do typu 0092, np. Candidatus Promineofilum lub 
przedstawicieli rodzaju Anaerolinea (McIlroy i wsp., 2016; Mielczarek i wsp., 2012; Speirs i 
wsp., 2009). Podobnie jak bakterie sklasyfikowane do tego typu przez Speirs i wsp. (2009), 
bakterie nitkowate badane w ramach dysertacji, hybrydyzujące z sondą CFX64 miały 
specyficzny wygląd, zwykle obserwowany dla bakterii Gram-dodatnich i Chloroflexi 
(bakterie te de facto powinny być klasyfikowane jako „monoderm bacteria” z pojedynczą 
membraną lipidową, zwykle będąc Gram dodatnimi, jednak wynik barwienia Grama dla 
bakterii z tego typu jest zwykle negatywny (Sutcliffe, 2010)).  
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Pozytywny sygnał fluorescencyjny obserwowano jako „świecenie” agregatów rybosomów, 
niejednolicie rozmieszczonych w całym trichomie (Rysunek 4). Podobnie jak bakterie 
sklasyfikowane przez Speirs i wsp. (2011) jako typ 0914 - Ca. „Sarcinathrix spp.”. 
Amarilinum wykazały pozytywną odpowiedź dla sond EUBmix, CFX1223 i 
GNSB941, podobnie jak typy 0914 (Lachlan i wsp., 2011) i 0803 (Kragelund i wsp., 2011). 
Podczas gdy Ca. “Promineofilum” zaklasyfikowany jako typ 0092 nie hybrydyzuje z tymi 
sondami (McIlroy i wsp., 2016; Speirs i wsp., 2009). 
 
 
 
Rysunek 25. Schematyczne przedstawienie relacji filogenetycznych pomiędzy głównymi klasami Chloroflexi w 
sadzie czynnym (na podstawie Simon Jon McIlroy i wsp., 2015, Simon Jon McIlroy i wsp., 2016; “SILVA 
taxonomy for Chlorflexi,” 2017). 
 
Właściwości powierzchni komórek bakterii Ca. „Amarilinum spp.“ pozwalają 
przypuszczać, że obecność tych bakterii raczej nie jest związana z przypadkami pienienia i 
nie jest przyczyną tworzenia piany w oczyszczalniach ścieków.  
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Powierzchnia Amarilinum  jest hydrofilowa (Rysunek 6), jak u Ca. „Sarcinathrix” (typ 0914) 
(Speirs i wsp., 2011) i Ca. “Promineofilum” (typ 0092) (Speirs i wsp., 2009), w 
przeciwieństwie do hydrofobowych Ca. „Defluviifilum” (typ 0803) (Kragelund i wsp., 2011). 
Chociaż ogólnie powierzchnie bakterii Chloroflexi wykazują w teście MAC większą 
hydrofilowość niż u wielu innych bakterii nitkowatych osadu czynnego (Nielsen i wsp., 
2009a). 
Filogenetycznie Ca. „Sarcinathrix spp.” i Ca. „Amarilinum spp.“ są ze sobą bliżej 
powiązane (należą do klasy SJA-15) niż inni członkowie Chloroflexi, co ciekawe pomimo 
wyników klasyfikacji morfologicznej bakterie Amarilinum jako typ 0092 są one bliżej 
powiązane filogenetycznie z przedstawicielami typu 0803 (klasa Caldilineae) (Rysunek 25). 
 
II.4.3. Charakterystyka metabolizmu  mikrobiocenoz osadu czynnego za pomocą systemu 
Biolog EcoPlates™ 
 
Michalska i wsp. (2016) badali skuteczność płytek Biolog® EcoPlate w porównaniu 
aktywności metabolicznej i różnorodności funkcjonalnej zespołów mikroorganizmów osadu 
czynnego oraz osadu nadmiernego, dzięki czemu dowiedli, że system ten w istocie może 
służyć do analiz krótko i długoterminowych zmian w  mikrobiocenozach osadu czynnego  
ukazując jednocześnie stopień ich podobieństwa. Również Jałowiecki i wsp. (2016) 
potwierdzili, iż system Biolog® EcoPlates może być wykorzystany do rozróżniania 
mikrobocenoz osadu czynnego oraz wskazania najczęściej wykorzystywanych przez nie 
substratów. Z uwagi na brak dokładnego opisu wpływu rozcieńczeń i homogenizacji osadu 
czynnego na wyniki pomiarów na płytkach EcoPlates, wykonałam wstępne badanie 
sprawdzające czy i jakie różnice uda się wykryć posługując się opisanym systemem. 
Przebadałam osad czynny z oczyszczalni III, który przed przystąpieniem do testów trafił do 
reaktora przepływowego i był zasilany ściekami syntetycznymi (EcoPlates 1-3).  
Na Rysunkach 8-10  widać, że zarówno rozcieńczenie, jak i homogenizacja wpłynęły 
na tempo metabolizmu osadu czynnego. Mikrobiocenoza osadu homogenizowanego 
korzystała z tych samych substratów, co osadu niehomogenizowanego, jednak pobór 
węglowodanów był wyższy dla osadu niehomogenizowanego. Być może w trakcie 
homogenizacji nie tylko ujednolicono skład osadu trafiającego do dołków płytki, ale również 
rozbito mikrokonsorcja odpowiedzialne za hydrolizę złożonych cukrów. Rozcieńczenie wodą 
nadosadową również miało wpływ na wyniki - odczyty dla osadu o gęstości optycznej 0,1 
miały niższe wartości dla 3 z 5 grup substratów niż dla osadu o OD0,3. 
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 Jednocześnie osad  rozcieńczony wykazał pobór większej liczby substratów (Rysunek 13). 
Prawdopodobnie osad o OD0,3 nie został równomiernie rozprowadzony na płytkę. Dlatego 
też w badaniu właściwym zdecydowano o badaniu osadu o gęstości optycznej 0,3 przy 
każdorazowym dokładnym mieszaniu przed naniesieniem na płytkę. Z uwagi na stosowanie 
do rozcieńczeń w innych badaniach  (Jałowiecki i wsp., 2016) wody destylowanej, 
zdecydowano także o porównaniu osadu rozcieńczanego wodą nadosadową i woda 
destylowaną. W prezentowanek pracy kontynuowano też badanie wpływu homogenizacji.  
Wyniki przeprowadzonego w ramach dysertacji badania wskazały, iż w każdej z 
testowanych próbek intensywność procesów metabolicznych była różna, a zestawy 
wykorzystywanych substratów nieznacznie się różniły, co można zaobserwować porównując 
„finger-prints” (Rysunek 11). Pomimo różnic między próbkami, nadal można wskazać 3 
grupy najbardziej podobnych odcisków palców, które są tożsame z 3 źródłami osadu 
(oczyszczalniami).  
Intensywność procesów rozumiana jako prędkość maksymalna dla całej płytki, była 
porównywalna dla płytek 4-12 i 1, z wyłączeniem płytek zaszczepionych osadem OD=0,1 
(EcoPlates 2 i 3, większe rozcieńczenie prawdopodobnie obniżyło intensywność procesów). 
Była ona tylko nieznacznie niższa po rozcieńczeniu wodą destylowaną osadu z Chloroflexi, 
co można wiązać ze zmniejszonym stężeniem egzoenzymów uwolnionych wcześniej przez 
mikrokonsorcja bakteryjne do cieczy nadosadowej. Natomiast w przypadku osadu 
petrochemicznego woda destylowana zadziałała odwrotnie. Prawdopodobnie nastąpiło 
rozcieńczenie substancji inhibitujących proces, jakie zwykle dopływają do reaktora 
oczyszczalni przemysłu petrochemicznego  –  fenolu i jego pochodnych. Dodatkowo w 
badaniu Li i Chrósta (2006a) w osadzie z petrochemii 81,7-88,7% badanych enzymów 
zewnątrzkomórkowych było związanych z komórkami mikroorganizmów bądź 
immoblizowanych w polimerach zewnątrzkomórkowych kłaczków osadu, co stanowi 
dostosowanie do zmian środowiska i pozwala zwiększyć pozyskiwanie energii i biogenów z 
materii organicznej (Cadoret, Conrad i Block, 2002; Wingender, Jaeger i Flemming, 1999).  
Analiza korelacji (Tabela18) wskazała na jednoczesny wzrost intensywności procesów 
(Vmax) i wartości wyznaczonych dla studzienki kontrolnej, co należy rozumieć, jako 
zawyżenie wszystkich wartości na płytce w jednakowy sposób poprzez utylizację substratów 
dostarczonych wraz z osadem. Aby ocenić czy „głodzenie” osadu przyniosło pożądany efekt 
porównano prędkości maksymalne w studzienkach kontrolnych z wodą. Przy braku 
oddychania komórkowego nie dojdzie do redukcji chlorku tetrazoliowego i nie wzrośnie 
absorbancja formazanu.  
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Najintensywniej przy teoretycznym braku substratu (de facto został dostarczony z osadem 
czynnym, nie na płytce) oddychanie zachodziło dla EcoPlate1. Rozcieńczenie tego osadu 
(Ecoplate 2 i 3) wyraźnie obniżyło absorbancję kontroli. Można wnioskować, że również 
substrat zawarty w osadzie został rozcieńczony. Rozcieńczenie wodą destylowaną zadziałało 
odwrotnie na osad z Chloroflexi (EcoPlates 4,5) niż na osad przemysłowy (EcoPlates 9,10), w 
przypadku którego zintensyfikowało oddychanie.  
 
Tabela 18. Analiza korelacji parametrycznych dla wyników badań na EcoPlates 
Zmienna 
Korelacje parametryczne. 
Oznaczone wsp. korelacji są istotne z p < ,05000, N=12 (Braki danych 
usuwano przypadkami) 
Typ 
osadu 
EcoPlate homog. 
woda 
dest. 
kontrola 
opóźnienie 
czasowe 
EcoPlate -0,393042 
     
Homogenizacja -0,254824 0,220344 
    
woda dest. 0,213201 0,102418 0,119523 
   
Kontrola 0,071225 -0,046077 -0,186985 0,232966 
  
opóź. Czasowe -0,272129 0,766687 0,442122 0,325803 -0,411104 
 
Vmax 0,346198 0,092013 -0,388171 0,055296 0,745625 -0,183967 
 
Opóźnienie czasowe było skorelowane z numerem płytki, a zatem najmniejsze było 
dla osadu testowego (EcoPlates 1-3), a największe dla petrochemicznego (EcoPlates 9-12). 
Na podstawie wyników przedstawionych Tabeli 11. stwierdzono, że najszybciej do 
dostarczanych na płytce źródeł węgla adaptował się osad testowy (EcoPlates 1-3), a 
homogenizacja wpływała negatywnie na szybkość adaptacji. Mikrobiocenozy osadu 
przemysłowego adaptowały się najwolniej, rozcieńczanie wodą destylowaną przyśpieszyło 
proces. Nie zaobserwowano tego zjawiska dla osadu z Aalborga Zachodniego – nieznacznie 
niższe opóźnienie czasowe przy rozcieńczeniu wodą nadosadową.  
Na podstawie rysunków 12 i 13 można ogólnie stwierdzić, iż rozcieńczenie woda 
destylowaną nie miało wpływu na osad pochodzący z Aalborg Zachodniego, jednak 
dramatycznie zmieniło intensywność procesów w osadzie przemysłowym. W osadzie 
niehomogenizowanym procesy zachodziły nieco intensywniej niż w homogenizowanym 
odpowiedniku. Prawdopodobnie zwiększony udział bakterii nitkowatych Chloroflexi 
przyczynił się do wzmocnienia i ustabilizowania struktury kłaczków, które nie ulegały 
uszkodzeniu w trakcie rozcieńczeń, ale nie oparły się zupełnie homogenizacji.  
W trakcie rozkładu materii organicznej powstaje większość kwasów karboksylowych i 
octowych oraz węglowodanów (Li, Jin i Yu, 2010), te z kolei są intensywnie wykorzystywane 
przez bakterie heterotroficzne (Jałowiecki i wsp., 2016).  
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Nie jest zatem zaskakujące, że mikrobiocenozy osadu badane w ramach niniejszej dysertacji 
wykorzystywały znaczącą większość spośród 31 badanych substratów ze wszystkich 5 
zbiorów (Rysunki 12 i 13). Wspomniane zbiory stanowią aminokwasy, aminy i amidy, kwasy 
karboksylowe i octowe, węglowodany oraz polimery. Podział ten został zaproponowany 
przez Zak i wsp. (1994) i wykorzystany przez Weber i Legge (2009) jako prosta  i skuteczna 
w interpretacji metoda analizy danych z systemu Biolog® EcoPlate. Przy przedstawieniu ich 
w formie udziałów procentowych w całkowitym wykorzystaniu źródeł węgla (Rysunek 14) 
można zauważyć, że mikrobiocenozy osadu petrochemicznego (EcoPlates 9-12) wykorzystują 
znacznie więcej węglowodanów niż te z osadu z licznymi Chloroflexi (EcoPlates 4-8), a dla 
osadu adaptowanego z oczyszczalni III (EcoPlates 1-3) charakterystyczne są zwiększony 
udział polimerów oraz zmniejszony udział amin i amidów.  Częściowo jest to wynik spójny z 
obserwacjami Li i Chrósta (Li i Chróst, 2006a; Li i Chróst, 2006b) z badania metodami 
spektrofotometrycznych metabolizmu mikroorganizmów  osadu  czynnego oczyszczającego 
ścieki petrochemiczne oraz aktywności enzymów w oczyszczaniu ścieków komunalnych, 
mleczarskich oraz petrochemicznych w reaktorach tlenowych. Wśród analizowanych 
enzymów zewnątrzkomórkowych znalazły się: leucyno-aminopeptydaza (L-AMP) - 
egzopeptydaza hydrolizująca wiązanie peptydowe przy wolnej grupie aminowej w białkach, 
β-glukozydaza (β -GLC) uwalniająca glukozę z disachardyów (działanie na wiązanie β-1,2 
glukozydowe), fosfataza alkaliczna (APA) - katalizująca defosforylacjię różnych estrów 
fosforanowych oraz lipaza (LIP) - karboksyloesteraza degradująca polisacharydy (Yin; Li i 
Chróst, 2006b). Dla reaktora ze ściekami petrochemicznymi odnotowano  najwyższą z 
obserwowanych aktywność dla LIP, natomiast aktywności APA, L-AMP i β –GLC były 
niższe niż dla reaktora ze ściekami komunalnymi. Zjawisko to autorzy tłumaczyli błędami w 
procedurze pomiaru aktywności LIP lub co bardziej prawdopodobne większą zdolnością 
adaptacyjną do nietypowych substratów dostarczanych w dopływie. 
 
II 4.4. Skład  mikrobiocenoz osadu czynnego w polskich oczyszczalniach. 
 
Struktury mikrobiocenoz osadu czynnego w równolegle pracujących reaktorach 
oczyszczalni III różniły się od siebie (Tabela 12). Dominowały Betaproteobacteria, podobnie 
jak w reaktorach badanych  przez  Kong i wsp., 2002, Muszyński i wsp., 2012, 2015 oraz 
Nielsen i wsp., 2010. Kolejne najliczniejsze grupy w zależności od reaktora to 
Gammaproteobacteria (reaktory 3, 4, 5) Chloroflexi (reaktory 1 i 2) oraz Alfraproteobacteria 
(reaktor  6).  
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Najmniej liczne były Deltaproteobacteria i Actinobacteria (zwłaszcza w reaktorach 4 i 
6) (Rysunek 22).  Zakresy liczebności  w jakich występują kolejne grupy bakterii 
korespondują z przedstawianymi wcześniej w literaturze mikrobiocenozami polskich i 
duńskich oczyszczalni (Tabela 13). 
Biocenozy mikroorganizmów w próbkach pobranych w polskich oczyszczalniach  I i 
II opisane przez Miłobędzką i Muszyńskiego (2017) były do siebie dość podobne i 
stosunkowo niezmienne w całym okresie badawczym, bardzo liczne były Proteobacteria 
(biorące udział w usuwaniu azotu i związków organicznych) oraz Bacteroidetes. Dominację 
bakterii z tych dwóch grup zaobserwowano także w ramach niniejszej pracy dla równolegle 
pracujących reaktorów oczyszczalni III, jednak wśród Proteobacteria: mniej było Leptothrix 
(tlenowe heterotrofy, sprzyjają pęcznieniu osadu), OTU 35, Ca. „Nitrotoga” (NOB), a 
spośród Bacteroidetes: Flavobacterium (chemoheterotrofy  lub chemoorganotrofy, nie badane 
in situ w osadzie czynnym (McIlroy i wsp., 2015)),  Ca. „Epiflobacter” (porastają bakterie 
nitkowate), OTU 306 i 371 oraz Villogrciliis z Chloroflexi. Ogólnie, w oczyszczalni III 
odnotowano najwięcej par odczytów dla Ferribacterium (ściśle anaerobowe 
chemoorganotrofy utleniające kwasy organiczne Fe (III) jako akceptor elektronów (U38), rola 
w osadzie czynnym pozostaje nieznana (McIlroy i wsp., 2015)), Rhodoferax (uznawane za 
denitryfikatory, wykorzystują różne źródła węgla), Dechloromonas (przyswajają LKT w 
warunkach tlenowych, prawdopodobnie biorą udział w denitryfikacji - wykorzystywanie 
azotynów (McIlroy i wsp., 2016)), bliżej niezidentyfikowanych bakterii z rodziny 
Saprospiraceae (Bacteroidetes) QEDR3BF09 oraz MK04. W porównaniu do wcześniej 
zbadanych mikrobiocenoz oczyszczalni I i II, w oczyszczalni III było także więcej  bakterii 
188 up (Comamonadaceae,  Proteobacteria) (Tabela 15). Po raz kolejny potwierdziła się teza 
Wanner i wsp. (2009) o podobieństwie w strukturze bakteryjnej osadu czynnego w krajach 
europejskich -  zidentyfikowane bakterie występują powszechnie także we wcześniej 
badanych polskich i  duńskich oczyszczalniach ścieków (Tabela 13), mikrobiocenozy osadu 
czynnego z polskich oczyszczalni były do siebie bardziej podobne niż do duńskich 
odpowiedników. Jak opisywali wcześniej Miłobędzka i Muszyński (2017) w polskich 
oczyszczalniach znacząco mniejsza jest liczebność Tetrasphaera (biologiczne usuwanie 
fosforu), Trichococcus (heterotrofy) oraz „Candidatus Microthrix”. 
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II 4.5. Klasyfikacja i liczebność bakterii nitkowatych w polskich oczyszczalniach 
 
Ocenę dominujących mikroorganizmów nitkowatych tradycyjnie przeprowadza się 
szacując względny udział różnych bakterii nitkowatych w osadzie czynnym na podstawie 
opracowanego  indeksu bakterii nitkowatych (IF) (Eikelboom, 2000, Walczak i wsp., 2007). 
Połączenie komputerowej analizy obrazów mikroskopowych i FISH pozwoliło na 
kwantyfikację poszczególnych bakterii nitkowatych w oderwaniu od IF, dzięki temu można 
monitorować długość określonych trichomów definowanych przez specyficzne sondy i 
porównać ją z całkowitą długością bakterii nitkowatych w przeliczeniu na objętość lub na 
gram suchej masy organicznej, bądź wyrazić je jako procent wszystkich bakterii w próbce 
wykrytych przez sondę ogólną w FISH lub DAPI. (Wanner i wsp., 2009).  
Jeszcze w 2009 uznawano, że dzięki technice FISH  dominujące bakterie nitkowate 
można zidentyfikować tylko w 45% próbek, wskazując jak wiele z nich  nie było wówczas 
zidentyfikowanych (brakowało specyficznych sond oligonukleotydowych m.in. do 
identyfikacji typów 0961, 0914 i 0803)  (Wanner i wsp., 2009).  
W rankingu liczebności bakterii nitkowatych powodujących pęcznienie osadu 
czynnego stworzonym przez Wanner i wsp. (2009) na podstawie wcześniej 
przeprowadzonych przekrojowych badań techniką FISH w różnych typach oczyszczalni 
ścieków oraz poprawności klasyfikacji morfotypowej organizmów wcześniej 
identyfikowanych metodami mikroskopii świetlnej, Chloroflexi znalazły się na 2 pozycji w 
oczyszczalniach komunalnych i 4 w przemysłowych. W wielu eksperymentach badawczych 
nitkowate Chloroflexi stanowiły najliczniejszą grupę organizmów nitkowatych, będąc 
znaczącą częścią całej mikroflory bakteryjnej: 8% u Kong’a i wsp. (2007), 1–25% w 
badaniach Beer i wsp. (2006), a nawet do 30% u Morgan-Sagastume i wsp. (2008), Nielsen i 
wsp. (2010) oraz Kragelund i wsp. (2011). W poprzednich badaniach w polskich 
oczyszczalniach ogół bakterii nitkowatych stanowił średnio 28±3% biomasy bakteryjnej 
hybrydyzującej z sondą EUBmix (Miłobędzka i Muszyński, 2015). W duńskich 
oczyszczalniach w badaniach prowadzonych przez Nielsen i wsp. (2010) oraz Mielczarek i 
wsp. (2012) stanowiły one odpowiednio 28% i 24%. Średnia liczebność w badanych, polskich 
oczyszczalniach  dla bakterii typu Chloroflexi wynosiła 14% (wyrażona jako procent 
EUBmix), wartości obejmowały zakres 3,4 - 35%., typ ten dominował w czterech z pięciu 
badanych oczyszczalni (Miłobędzka i Muszyński, 2015). Sama struktura kłaczków osadu 
czynnego jest zmieniana przez bakterie z typu Chloroflexi w dwojaki sposób (Rysunki 15-
21).  
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Niektóre gatunki Chloroflexi tworzą w kłaczkach wewnętrzny szkielet, do którego 
mogą przyczepić się inne mikroorganizmy osadu czynnego, co zagęszcza i wzmacnia 
strukturę kłaczka. Niestety inne gatunki, które lokują się na krawędziach kłaczka, wystając do 
cieczy osadowej, pogarszają właściwości sedymentacyjne osadu (Kragelund i wsp., 2007; 
Miłobędzka i Muszyński, 2015; Nielsen i wsp., 2009a; Speirs i wsp., 2009). Dlatego właśnie 
istotne jest, by identyfikacji bakterii Chloroflexi dokonywać na niższych poziomach 
taksonomicznych. W badaniu Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2015) Chloroflexi analizowano 
także bardziej specyficznymi sondami, tj. T0803 (rodzaj Caldilinea, typ 0803, Kragelund i 
wsp. (2011))  i CHL1851  (blisko spokrewniony z Roseiflexus castenholzii, w klasie 
Chloroflexi, typ 1851, Beer i wsp. (2002)). Typ 0803 stanowił większą część biocenozy w 
polskich oczyszczalniach - 9% wszystkich bakterii, 14% całej populacji Chloroflexi 
(Miłobędzka i Muszyński, 2015). Średnia liczebność w duńskich, komunalnych 
oczyszczalniach ścieków wynosi 2,6-2,9% (Kragelund i wsp., 2011; Mielczarek i wsp., 2012), 
co odpowiada wynikom uzyskanym w polskich oczyszczalniach (średnio 2% EUBmix) 
(Miłobędzka i Muszyński, 2015). Typ 1851 występuje rzadziej i w mniejszej ilości zarówno 
w polskich (0-1,7%; 1,4% całej populacji Chloroflexi), jak i w duńskich oczyszczalniach 
ścieków - średnio 0,5% wg badań Kragelund i wsp. (2011) (Miłobędzka i Muszyński, 2015). 
Nieanalizowany w badaniu Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2015) typ 0092, zwykle występuje 
częściej i liczniej w oczyszczalniach ścieków, stanowiąc nawet do 10% wszystkich bakterii w 
osadzie czynnym (Kragelund i wsp., 2011; Mielczarek i wsp., 2012). W badaniu 
Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2015) nie zdecydowano się na analizę tej frakcji, ponieważ typ 
0092 nie wiąże się z sondą EUBmix (Nielsen i wsp., 2009a; Speirs i wsp., 2009) i nie można 
by było w prosty sposób określić bioobjętości tych bakterii, choć może ona stanowić nawet 
1/3 populacji hybrydyzującej z sondą CFXmix (Mielczarek i wsp., 2012). 
Niezidentyfikowana populacja Chloroflexi w badaniu Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2015) 
oszacowana została na 85%; również Mielczarek i wsp. (2012) wskazywali, że około jednej 
trzeciej Chloroflexi nie można zidentyfikować dokładniej niż na poziomie typu. W 
prezentowanym w dysertacji badaniu niezidentyfikowana frakcja Chloroflexi stanowiła 
średnio 41%. 
Bakterie nitkowate były obecne w osadzie czynnym w każdym z badanych w ramach 
niniejszej pracy reaktorów w oczyszczalni III i stanowiły średnio 10,8% wszystkich bakterii 
zidentyfikowanych sondą EUBmix. Skład mikrobiocenoz nitkowatych w opisywanych 
reaktorach był bardzo podobny.  
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Gatunki typu Chloroflexi (średnio w całym okresie badawczym w oczyszczalni – 8,7% 
EUBmix, od 0,9 do 5,5 % par odczytów), a także Haliscomenobacter hydrossis 
(Bacteroidetes) (1,1% EUBmix, od 0,1 do 0,2% par odczytów) oraz Ca. „Microthrix 
parvicella” (1% EUBmix, od 0,2 do 3,5% par odczytów) (Tabele 13, 14 i 17) dominowały 
również w mikrobiocenozach nitkowatych polskich oczyszczalni badanych przez Miłobędzką 
i wsp. (2015, 2016). Z tą różnicą, iż w ich badaniach dominujące były Ca. „Microthrix 
parvicella”. W badanej w ramach dysertacji oczyszczalni III nie znaleziono natomiast żywych 
komórek (FISH) Mycolata, Skermania piniformis, Gordonia (% par odczytów od 0 do 1,8), 
typ TM7 (morfotytyp 0041/0675), Curvibacter (morfotypy 1701 i 0041/0675) oraz 
Thiothrix/021N. Oczyszczalnia nie zgłaszała problemów pęcznienia ani pienienia osadu, nie 
dziwi zatem, że mikrobiocenozy nitkowate są ubogie, a liczebność wykrytych bakterii jest 
mała (Tabele 12 i 17). 
Miłobędzka i Muszyński (2015) stosując metodę FISH wskazali Chloroflexi jako 
najliczniejszą grupę bakterii nitkowatych (średnio 14%). Niestety pomimo tak wysokiej 
liczebności wiele gatunków Chloroflexi nadal nie zostało zbadanych in situ w osadzie 
czynnym. Głównie z powodu braku odpowiednich sond oligonukleotydowych mogących 
posłużyć do ich wizualizacji w ramach badania fizjologii mikrobiocenoz. Metoda NGS 
pozwala już na wyróżnienie ogromnej liczby gatunków i ukazanie różnorodności bakterii 
nitkowatych Chloroflexi w osadzie czynnym (Tabela 16), jednak dopiero przebadanie 
mikrobiocenoz metodą FISH pozwoli na weryfikacje ich właściwości fizjologicznych.  
Wg systematyki MiDAS bakterie z typu Chloroflexi z oczyszczalni III badane w tej 
pracy należały do siedmiu klas: Anaerolineae, Caldilineae, Thermomicrobia, SJA-15; 
Ardenticatenia; TK10; WCHB1-50; Chloroflexia, a ich liczebność wynosiła 0-0,7 % par 
odczytów (Tabela 16). Przyglądając się liczebności bakterii nitkowatych oczyszczalni III 
można stwierdzić, że jest ich mniej niż w duńskich oczyszczalniach komunalnych 
(porównanie ze średnią). Dodatkowo, chociaż to w oczyszczalniach I i II odnotowano 
problemy eksploatacyjne, powiązane z incydentami pienienia lub pęcznienia osadu czynnego, 
niższa była w nich średnia liczebność Ca. „Microthrix”, trzech gatunków Chloroflexi: Ca. 
„Defluviifilum”, Ca. „Promineofilum”, Ca. „Amarilinum” oraz Gordonia. Więcej było 
natomiast Ca. „Villogracilis” i Haliscomenobacter  (Tabela 17). W oczyszczalni III nie 
wykryto rodzajów Meganema  i Thiothrix. 
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II 4.6.Analiza liczebność bakterii nitkowatych Chloroflexi zidentyfikowanych techniką FISH 
w reaktorach pracujących równolegle w tej samej oczyszczalni. 
 
Bakterie z typ Chloroflexi w niniejszej pracy zostały sklasyfikowane do niższych 
jednostek taksonomicznych dzięki zastosowaniu 14 bardziej specyficznych sond. Większość 
została sklasyfikowana do typu Chloroflexi (sonda GNSB941). Typ 1851, podgrupa 1 
Chloroflexi, typ 0803, Ca. „Amarilinum spp.”, Ca. „Sarcinathrix spp.” stanowiły średnio 
mniej niż 0,5% wszystkich bakterii osadu czynnego, rodzaj Caldilinea i część klasy 
Chloroflexi, typ 0092 nieco ponad około 2% (Tabela 14).  
Poszczególne grupy miały różny średni udział w liczebności typu Chloroflexi w 
danych  reaktorach, dla typu 1851 wynosił on od 0 do 5% (tylko w reaktorach 2 i 5), 
podgrupa 1 Chloroflexi 0,5–3,6%; typ 0803 0–12,2% (reaktor 2 i 5); rodzaj Caldilinea 0–60% 
(brak w reaktorze 6); klasa Chloroflexi: 8,5–23,2%; Ca. „Amarilinum spp.” 0 do 11,7% (brak 
w reaktorach 4 i 5); Ca. „Sarcinathrix spp.” 0,5–6,6%, nitkowate Chloroflexi hybrydyzujące z 
sondą GNS667 występowały tylko w 5 reaktorze, gdzie stanowił 1,5%. Bakterie typu 0092  w 
reaktorze 4. nie występowały wcale, a w reaktorze 6. było więcej niż innych bakterii z typu 
Chloroflexi (Rysunek 23).   
 
II 4.7.Analiza liczebność bakterii nitkowatych Chloroflexi zidentyfikowanych techniką NGS 
w reaktorach pracujących równolegle w tej samej oczyszczalni. 
 
W analizie NGS skupiono się na najczęściej występujących w Polsce grupach bakterii 
nitkowatych: Microthrix, Chloroflexi, Haliscomenobacter  (Miłobędzka i Muszyński, 2015), 
a także Meganema, Thiothrix i Gordonia mogących powodować pęcznienie i pienienie osadu. 
Skład mikrobiocenoz bardziej przypomina ten występujący w duńskich oczyszczalniach z 
mieszanym dopływem ścieków (komunalne i przemysłowe) niż dwóch innych polskich 
oczyszczalniach badanych przez Miłobędzką i Muszyńskiego (2017). 
W oczyszczalni III stanowiącej główny obiekt badawczy  dysertacji nie wykryto 
bakterii Meganema i Thiothrix, Haliscomenobacter stanowiły do 0,2 %  par odczytów, Ca. 
„Sarcinathrix spp.” do 0,5 % par odczytów, Ca. „Defluviifilum” od 0,1 do 0,7 % par 
odczytów, Gordonia od 0,1 do 1,8 % par odczytów. Najliczniej występowały Chloroflexi Ca. 
„Villogracilis” (0,1-1,5 % par odczytów), Ca. „Amarilinum spp.” (0,1-1,8 % par odczytów), 
Ca. „Promineofilum.” (0,3-0,8 % par odczytów) oraz Ca. „Microthrix” (0,2-3,5 % par 
odczytów) (Tabela 17). 
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Liczebność Haliscomenobacter utrzymywała się na stałym, niewysokim poziomie. 
Dla Gordonia i Ca. „Microthrix”, a także Ca. „Defluviifilum widać zwiększenie liczebności 
bakterii w czasie, im wyższa temperatura otoczenia (choć w okresie badawaczym amplitudy 
temperatur nie były duże), tym więcej bakterii. Zmiany sezonowe Ca. „Microthrix” były 
omawiane już w wielu publikacjach, m.in. Miłobędzką i Muszyńskiego (2015), Mielczarka i 
wsp. (2012), Kragelund i wsp. (2011), Levantesi i wsp. (2006) oraz Nielsena i wsp. (2009). 
Co interesujące, w ramach prezentowanej pracy tendencja była odwrotna do ogólnie przyjętej 
wiedzy – wzrost liczebności Microthrix wraz ze spadkiem temperatury otocznia (w okresie 
zimowym). Jednak już w 1983 roku  Slijkhuis wskazywał, że optymalna temperatura dla 
wzrostu Microthrix  na podłożu z Tween 80 i peptonem wynosi ok. 25°C. Przy czym 
proliferacja możliwa jest nawet w 8°C, a wyraźne osłabienie dynamiki wzrostu notował 
dopiero dla wyższych temperatur, przy jego braku powyżej 35°C. To właśnie niezwykła 
zdolność Microthrix do wzrostu w niskich temperaturach wyróżnia te grupę bakterii na tle 
innych i skutkuje zmienną, sezonową liczebnością (Rossetti i wsp., 2005). Oznacza to jednak, 
że dla okresu z umiarkowanymi temperaturami otoczenia, jakim był okres badań podjętych w 
ramach dysertacji (styczeń – czerwiec 2016) temperatura nie musiała być czynnikiem 
faworyzującym wzrost liczebności tych bakterii, ale jednocześnie mogła go nie limitować. 
Tak dzieje się w przypadku holenderskich oczyszczalni, dla których również obserwowana 
jest zmienność sezonowa w zespole Microthrix, a maksimum wzrostu osiąga on wczesną 
wiosną (Eikelboom, 1994). Mamais i wsp. (1998) również wskazali wysokie temperatury jako 
czynnik limitujący wzrost Microthrix pomimo obecności substratów. Należy jednocześnie 
zwrócić uwagę, iż zmniejszenie dostępności  lipidów i tłuszczy oraz zwiększona konkurencja 
i warunki faworyzujące wzrost innych grup bakterii doprowadziły do eliminacji Microthrix 
dopiero w temperaturze 29 °C. 
 
II 4.8. Porównanie liczebność bakterii nitkowatych uzyskanych technikami FISH i NGS. 
 
Po licznych badaniach mikrobiocenoz bakterii nitkowatych w polskich 
oczyszczalniach ścieków podejmowanych przez Miłobedzką i wsp. (2017; 2016; 2015) w 
ramach pracy doktorskiej podjęto staranie wyjaśnienia dotychczas nie określonej tożsamości 
filogenetycznej większości Chloroflexi. Posłużono się w tym celu dwiema metodami - FISH i 
sekwencjonowania amplikonu 16S. Dość jednoznacznie udało się zbadać przynależność 
taksonomiczną oraz liczebność bakterii nitkowatych danego gatunku/rodzaju/grupy w 
badanych próbkach osadu czynnego z oczyszczalni III.  
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NGS pozwoliło na wyróżnienie większej liczby gatunków i zbadanie filogenetycznej 
różnorodności bakterii nitkowatych w sposób na razie nieosiągalny metodą FISH. 
Zastosowane metody molekularne wskazują na stały w czasie jakościowy skład 
mikrobiocenoz nitkowatych w badanej oczyszczalni, mimo różnic w liczebności 
poszczególnych grup (Tabela 17). Donosili już o tym Miłobędzka i Muszyński (2015) oraz 
Mielczarek i wsp. (2012). Obie metody kwantyfikacji potwierdziły sezonową zmienność 
liczebności bakterii Ca. „Microthrix”. 
Badania metodą FISH uznaje się za wiarygodne przy założeniu, że stosowane sondy 
oligonukleotydowe są wystarczająco specyficzne i hybrydyzują z pojedynczymi (lub blisko 
spokrewnionymi) gatunkami lub ekotypami. W prezentowanym badaniu wskazano na 
spójność oznaczeń bakterii metodą FISH i sekwencjonowania. 
Przeprowadzone badania wykazały, że metoda FISH nie zawsze pozwala wykryć 
komórki bakteryjne (często wzrost udziału danej grupy bakterii w mikrobiocenozie jest 
obserwowany w wynikach NGS, a FISH nie), ale z pewnością pokazuje które z organizmów 
były aktywne w momencie poboru próbki (nadal posiadające rybosomy). Operatorzy 
oczyszczalni III nie zgłaszali problemów z pęcznieniem lub pienieniem osadu, a niekiedy 
wysoka liczebność wskazana w NGS (np. Gordonia 1,8% lub Ca. „Microthrix” 3,5% par 
odczytów) może obejmować martwe komórki tylko przepływające przez oczyszczalnie i nie 
zmieniające aktywności mikrobiocenoz osadu czynnego. Zwłaszcza w przypadku Gordonia 
brak obserwacji aktywnych komórek w FISH (nieliczne pozytywne organizmy w 
pojedynczych polach widzenia zarówno dla sondy Gor596 jak i HGC69a) i tak wysoki wynik 
z NGS jest zastanawiający, ponieważ nawet martwe komórki nadal powodowałyby tworzenie 
piany na powierzchni reaktor. Może to mieć związek z faktem, iż bakterie Gordonia posiadają 
w komórce 2-3 kopie genu 16S, co spowodowało zawyżenie wyniku. 
Z prezentowanego badania wynika (Rysunek 24), że technika NGS lepiej sprawdza się 
przy wykrywaniu mniejszej liczby bakterii i definiowaniu ich filogenezy. Jednak w  
badaniach przyczyn pęcznienia osadu czynnego istotne jest wyznaczenie wzrostu poziomu 
liczebności, który można powiązać z parametrami technicznymi i technologicznymi pracy 
oczyszczalni. Jednocześnie liczebność ta powinna oddawać aktywność komórek i udział w 
całej mikrobiocenozie oraz w prosty sposób umożliwiać przyrównanie składu procentowego 
różnych mikrobiocenoz. Dlatego właśnie do wyznaczenia powiązań między bakteriami 
nitkowatymi wybrano wyniki kwantyfikacji FISH, nie NGS. 
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Jak opisywali Miłobędzka i wsp. (2016)  wskazane jest korzystanie z zaawansowanych, 
technik molekularnych  jak NGS dla potwierdzenia wyników identyfikacji techniką FISH 
bakterii nitkowatych w Polsce. Zwrócili oni także uwagę, że projektowanie nowych sond 
FISH dla niezidentyfikowane frakcji Chloroflexi daje nowe możliwości rozszerzenia zakresu 
badań. 
 
II.4.9.  Analizy relacji między grupami bakterii Chloroflexi 
 
Znaleziono istotne statystycznie (p < 0,05) pozytywne liniowe i nieliniowe, średnie i 
silne (alfa 0,44-0,8) korelacje pomiędzy grupami Chloroflexi (Tabele 19 i 20). Jedyna 
negatywna zależność (alfa -0,47) występowała między Ca. "Defluviifilum spp."(morfotyp 
0803) a typem Chloroflexi. Udało się także wykryć relacje między liczebnością bakterii i 
badanymi parametrami w całej oczyszczalni oraz danym reaktorze. Po analizach zależności 
skupiono się na wysokich i bardzo wysokich korelacjach (klasyfikacja według J. Guilford'a) 
pomiędzy liczebnością poszczególnych grup bakterii Chloroflexi (Tabele 19 i 20).  
Pozytywną relację bakterii typu Chloroflexi (CFX mix) i podgrupy 1 (CFX784) 
potwierdziły analizy korelacji liniowych i nieliniowych oraz PCA. Analiza głównych 
składowych (Rysunek 26) zgrupowała razem z nimi także Ca. "Promineofilum", Ca. 
„Sarcinathrix spp.” oraz  Ca. „Amarilinum spp.”, natomiast analiza klastrów połączyła   
składową część typu Chloroflexi (GNSB-941), nitkowate Chloroflexi, rodzaj Caldilinea i Ca. 
„Amarilinum spp.” Część klasy Chloroflexi hybrydyzująca z sondą CFX109 w analizie 
skupień łączyła się z Ca. "Promineofilum" i Ca. "Defluviifilum spp.". Zmienna utworzona na 
podstawie liczebności bakterii Ca. "Defluviifilum spp." w PCA zachowywała się podobnie 
jak zmienna bazująca na liczebności Chlorflexi typ 1851. 
Liczebność podgrupy 1 Chloroflexi (CFX784) dodatkowo była skorelowana z 
liczebnością składowej grupy typu Chloroflexi hybrydyzującej z sondą GNSB-941 oraz 
tworzyła klaster również z Ca. „Villogracilis spp.”, Ca. „Sarcinathrix spp.”,  Ca. 
„Amarilinum spp.Bakterie Ca. "Promineofilum" tworzyły także klaster z  częścią klasy 
Chloroflexi oraz Ca. „Amarilinum spp.”, w PCA podobnie do wymienionych zmiennych 
zachowywała się także liczebność bakterii Ca. „Villogracilis spp.” (Rysunek 31). 
Pozytywne relacje liniowe wykryto pomiędzy Ca. „Sarcinathrix spp.”, Ca. 
„Villogracilis spp.” i Ca. „Amarilinum spp.”, potwierdziła to także analiza skupień (również z 
podgrupą 1 i częścią klasy Chloroflexi) (Rysunki 27 i 29).  
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Tabela 19. Analiza korelacji parametrycznych dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami 
oligonukleotydowymi w oczyszczalni III. 
Zmienna 
Korelacje parametryczne. 
Oznaczone wsp. korelacji są istotne z p < ,05000, N=20 (Braki danych usuwano 
przypadkami) 
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GNSB-941 -0,20 
          
CFX784 -0,24 0,53 
         
CFXmix -0,12 0,52 0,47 
        
GNS667 -0,08 0,06 0,02 -0,07 
       
T0803-0654 0,28 -0,42 -0,29 0,24 -0,12 
      
Caldi-678 0,00 -0,19 -0,07 0,27 0,28 0,35 
     
CFX109 -0,24 0,75 0,47 0,70 -0,18 -0,29 -0,15 
    
CFX64 0,09 0,57 0,33 0,55 -0,16 0,00 0,05 0,53 
   
CFX197 -0,08 0,42 0,72 0,44 -0,18 -0,08 0,00 0,49 0,30 
  
CFX763 -0,07 0,02 -0,16 0,11 -0,05 0,05 0,09 -0,06 0,35 -0,17 
 
CFX1151 -0,07 0,19 0,36 0,31 -0,10 0,01 -0,05 0,08 0,52 0,19 0,80 
 
Tabela 20. Analiza korelacji nieparametrycznych dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami 
oligonukleotydowymi w oczyszczalni III. 
Zmienna 
Korelacja porządku rang Spearmana 
Oznaczone wsp. korelacji są istotne z p < ,05000, N=20 (Braki danych usuwano 
przypadkami) 
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GNSB-941 -0,15 
          
CFX784 -0,35 0,53 
         
CFXmix -0,09 0,53 0,55 
        
GNS667 0,26 0,12 0,02 0,02 
       
T0803-0654 0,37 -0,47 -0,37 0,19 0,10 
      
Caldi-678 0,03 -0,21 0,20 0,23 0,27 0,32 
     
CFX109 -0,16 0,59 0,58 0,72 -0,04 -0,05 0,04 
    
CFX64 0,22 0,56 0,26 0,55 0,08 0,01 -0,19 0,45 
   
CFX197 -0,08 0,33 0,65 0,57 -0,19 -0,02 0,08 0,57 0,48 
  
CFX763 0,48 0,06 -0,06 0,10 0,65 0,29 0,10 0,14 0,33 -0,02 
 
CFX1151 0,42 -0,22 -0,21 0,22 0,02 0,43 0,05 0,03 0,41 0,31 0,38 
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II.4.10. Czynniki mogące wpływać na strukturę mikrobiocenoz Chloroflexi 
 
Analizy przedstawione przez Miłobędzką i wsp. (2016), dotyczące 3-letniego okresu 
badawczego w pięciu pełnoskalowych, komunalnych oczyszczalniach ścieków (tych samych 
co w badaniu Miłobędzkiej i Muszyńskiego (2015)) miały służyć wykryciu relacji między 
liczebnością bakterii nitkowatych (określonej wg metody FISH) i kluczowymi parametrami 
procesu oczyszczania ścieków. W tym celu zebrano informacje na temat składu chemicznego 
oraz parametrów operacyjnych, takich jak: biologiczne i chemiczne zapotrzebowanie na tlen 
w reaktorze, ogólne azot i fosfor w dopływie, wiek osadu oraz indeks osadu. Autorom udało 
się wykazać, iż w polskich oczyszczalniach ścieków wiek osadu był dodatnio skorelowany z 
liczebnością Chloroflexi, jak i niezidentyfikowaną frakcją Chloroflexi (Miłobędzka i wsp., 
2016). Z kolei liczebności Chloroflexi 0803 i Chloroflexi 1851 były różnicowane przez pH 
ścieków dopływających i indeks osadu. Ostatnia relacja może być złudna, ponieważ bardzo 
silny związek z innym czynnikiem (liczebnością Microthrix) mógł zatuszować relacje 
czynnika sprawczego. Natomiast wzrost liczebności Microthrix (wywołujący zwiększenie 
indeksu osadu) mógł spowodować spadek liczebności typów 0803 i 1851. Liczebność tych 
grup różnicowały także substancje organiczne w ściekach dopływających (wyrażone jako 
BZT5 i ChZT). Dodatkowy wpływ na bioobjętość Chloroflexi 1851 miały azot i fosfor w 
dopływie. Aczkolwiek obecnie prezentowane badanie wskazało, że więcej pozytywnych 
relacji między parametrami chemicznymi ścieków dopływających, parametrami 
technologicznymi oraz wskaźnikami technicznymi w oczyszczalni oraz liczebnością 
Chloroflexi można wykryć badając je w poszczególnych reaktorach, a nie w dopływie do 
oczyszczalni. Przykładowo dopływ BZT5 do oczyszczalni był głównie negatywnie, nieliniowo 
skorelowany z liczebnością większości grup Chloroflexi. 
Do badań udało się wybrać oczyszczalnie, w której ewentualne pęcznienie osadu może 
być powodowane przez bakterie nitkowate inne niż te z rodzaju Microthrix. Analiza korelacji 
wskazała na negatywną zależnością między tą grupą bakterii a indeksem osadu (IO).  
Indeks osadu jest wskaźnikiem na podstawie którego wskazuje się problem pęcznienia osadu 
(Kami, 2009): 
 do 100 cm3/g – osad dobrze sedymentuje, pracuje prawidłowo, 
 od 100- 200 cm3/g- osad „lekki”, umiarkowane pęcznienie osadu,  
 powyżej 200 cm3/g – poważne pęcznienie osadu. 
Pozytywnie skorelowane z IO były natomiast liczebności bakterii podgrupy 
Chloroflexi hybrydyzujące z sondami CFXmix, GNSB-941, CFX784 i CFX109. 
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Zaobserwowano także wzrost liczebności typu Chloroflexi (CFXmix i GNSB-941) oraz 
spadek liczby bakterii z rodzajów Caldilinea (Caldi-678) i Ardenticatenia - Ca. 
"Promineofilum" (CFX197) związane ze wzrostem pH w dopływie. O negatywnym wpływie 
niskiego pH na wykorzystanie glukozy i N-acetylo-glukozaminy przez bakterie z podtypu 1 
Chloroflexi donosili Miura i wsp. (2007). Candidatus Defluviifilum z rodzaju Caldilinea 
również jest heterotrofem korzystającym z glukozy i N-acetylo-glukozaminy.  
Wzrost ilości zawiesiny ogólnej w dopływie sprzyjał rozwojowi bakterii typu/klasy 
Chloroflexi (GNSB-941 (odwrotnie dla zawiesin mineralnych, tak samo dla chemicznego 
zapotrzebowania tlenu (ChZT) oraz azotu ogólnego w dopływie) i CFX 109 (tak samo dla 
zawiesin mineralnych)), jej spadek z kolei korelował ze wzrostem  Ca. „Sarcinathrix spp.”. 
Spadek ChZT w dopływie łączył się ze wzrostem liczebności bakterii podgrupy 1 Chloroflexi 
(CFX784) oraz Ca. „Sarcinathrix spp.” (CFX1151).  
Azot amonowy w dopływie był ujemnie skorelowany z bakteriami podgrupy 1 
Chloroflexi (CFX784) oraz dodatnio z Ca. "Promineofilum" (CFX197). Wzrost zawartości 
fosforu w ściekach dopływających zmniejszał udział w mikrobiocenozie Ca. „Sarcinathrix 
spp.” (CFX1151; choć wykazał pozytywną korelację z fosforanami rozpuszczonymi w 
dopływie), zapewne na skutek wzrostu liczebności innych  Chloroflexi (CFXmix, GNBS-941 
(negatywna korelacja z fosforanami rozpuszczonymi), CFX 784), w tym także Ca. 
"Promineofilum" (CFX197). Informacje o metabolizmie Ca. "Promineofilum" (CFX197) 
oparte są na informacjach z genomu i wskazują, iż organizmy te są zdolne generować energię 
wykorzystując tlenu, azotyny lub tlenek azotu jako akceptory elektronów lub przez 
fermentację cukrów (McIlroy i wsp., 2016). 
Zależności w poszczególnych reaktorach wskazały, że wraz ze wzrostem temperatury 
zwiększa się liczebność bakterii Ca. "Microthrix parvicella", jednocześnie rosło również 
stężenie osadu czynnego w reaktorze. W analizie klastrów (Rysunki 26-29) parametr ten 
występował z bakteriami typu Chloroflexi (CFXmix, GNSB-941, CFX784). Przy wzroście 
stężenia osadu zmniejsza się także udział mikrorganizmów Ca. „Sarcinathrix spp.”i Ca. 
"Defluviifilum spp.", które są również ujemnie skorelowane z objętością osadu nadmiernego. 
Zwiększenie ilości zawiesiny ogólnej w reaktorze łączy się ze wzrostem liczebności bakterii 
klasy Chloroflexi (CFX109), a fosforanów rozpuszczonych z mikroorganizmów rodzaju 
Caldilinea. Dawkowanie koagulantu glinowego (PAX) wykazało w PCA związek z typem 
Chloroflexi (GNSB-941) i Ca. „Amarilinum spp.” (CFX64).  
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Tabela 21. Analiza korelacji parametrycznych dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami oligonukleotydowymi i badanych parametrów technicznych oraz 
technologicznych w oczyszczalni III. 
Zmienna 
Korelacje parametryczne. Oznaczone wsp. korelacji są istotne z p < ,05000; N=14 (Braki danych usuwano przypadkami) 
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MPAmix -0,29 -0,23 -0,20 -0,33 -0,06 -0,18 -0,10 0,24 -0,15 0,37 -0,05 -0,17 -0,02 -0,10 0,61 0,08 0,24 0,18 0,38 0,54 -0,29 0,05 -0,12 -0,14 0,37 -0,55 -0,04 0,09 
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CFX784 -0,05 -0,26 0,28 0,65 0,07 0,13 -0,42 -0,59 0,07 -0,12 -0,13 -0,35 0,36 0,46 0,10 0,33 0,35 -0,50 -0,04 0,03 -0,22 -0,42 -0,40 0,47 -0,32 -0,10 0,23 0,26 
CFXmix -0,53 -0,12 0,16 0,35 0,12 -0,07 -0,27 -0,34 0,07 0,10 -0,30 -0,41 0,37 0,57 -0,14 0,06 0,11 -0,12 -0,05 -0,27 0,33 -0,09 0,19 0,13 -0,26 0,20 -0,05 -0,47 
GNS667 0,03 0,09 0,33 -0,29 0,39 0,37 0,37 0,35 0,38 -0,36 -0,32 0,40 -0,39 -0,04 0,37 -0,26 -0,24 -0,17 -0,19 -0,20 0,00 -0,22 -0,23 0,36 -0,27 -0,10 -0,37 0,17 
T0803-0654 -0,12 -0,20 -0,48 -0,01 -0,43 -0,46 -0,36 -0,12 -0,47 0,56 0,33 -0,41 0,28 0,41 -0,54 -0,59 -0,50 0,14 -0,43 -0,35 -0,16 0,42 -0,16 0,04 0,03 -0,13 0,33 -0,09 
Caldi-678 0,11 -0,63 -0,14 -0,09 -0,15 -0,03 -0,44 0,00 -0,25 0,34 0,10 -0,27 -0,01 0,37 0,07 0,12 0,13 -0,09 0,04 0,20 -0,26 -0,01 -0,23 0,08 0,07 -0,50 0,33 0,32 
CFX109 -0,39 0,19 0,55 0,40 0,46 0,30 0,11 -0,27 0,48 -0,44 -0,53 0,00 0,15 0,38 -0,04 0,23 0,23 -0,05 0,03 -0,23 0,66 -0,31 0,49 0,06 -0,34 0,48 -0,34 -0,64 
CFX64 -0,34 0,20 -0,27 -0,16 -0,15 -0,34 0,06 0,10 -0,16 0,29 0,06 -0,13 0,14 0,04 -0,30 -0,18 0,03 0,37 0,03 -0,20 0,28 0,37 0,36 -0,28 0,15 0,18 -0,10 -0,27 
CFX197 0,20 -0,60 -0,09 0,08 -0,16 0,01 -0,48 -0,15 -0,24 0,25 0,13 -0,28 0,06 0,33 -0,37 0,33 0,44 -0,08 0,01 -0,11 0,24 -0,13 0,18 0,03 -0,16 -0,42 0,40 0,14 
CFX1151 0,32 -0,37 -0,62 -0,07 -0,61 -0,44 -0,45 -0,08 -0,65 0,60 0,61 -0,33 0,15 0,13 -0,48 0,17 0,29 -0,21 0,28 -0,05 0,35 0,10 0,43 -0,27 0,04 -0,27 0,59 0,09 
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Tabela 22. Analiza korelacji nieparametrycznych dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami oligonukleotydowymi i badanych parametrów technicznych oraz 
technologicznych w oczyszczalni III. 
 
Zmienna 
Korelacja porządku rang Spearmana. Oznaczone wsp. korelacji są istotne z p < ,05000; N=14 (Braki danych usuwano przypadkami) 
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MPAmix 0,01 -0,26 -0,03 -0,06 0,21 -0,13 -0,13 0,20 -0,27 0,26 -0,05 -0,21 0,07 0,02 0,53 0,02 0,09 -0,24 0,09 0,49 -0,31 0,20 -0,22 -0,04 0,45 -0,59 0,15 0,35 
CHL 1851 0,18 0,14 -0,10 0,22 -0,12 -0,34 -0,19 -0,06 -0,33 0,26 0,34 -0,03 0,29 0,11 -0,34 -0,35 -0,31 0,06 -0,30 0,12 0,00 0,19 -0,05 -0,12 -0,02 -0,23 0,37 0,23 
GNSB-941 -0,68 0,23 -0,23 -0,63 -0,25 0,30 0,61 0,25 0,73 -0,66 -0,39 0,24 -0,18 -0,22 0,21 0,07 0,06 0,41 -0,03 -0,16 0,14 -0,17 0,00 -0,11 -0,03 0,72 -0,80 -0,29 
CFX784 -0,52 0,26 -0,36 -0,28 -0,49 0,14 -0,01 -0,39 0,56 -0,18 -0,16 -0,29 -0,03 0,26 0,05 0,21 0,30 -0,03 0,00 -0,28 0,06 -0,28 -0,26 0,27 -0,22 0,51 -0,37 -0,06 
CFXmix -0,63 0,08 -0,26 -0,35 -0,23 0,17 -0,05 -0,22 0,47 -0,14 -0,38 -0,42 0,02 0,30 -0,04 0,16 0,11 0,12 0,00 -0,16 -0,04 -0,15 -0,11 0,07 -0,28 0,49 -0,34 -0,29 
GNS667 0,07 -0,27 0,28 -0,15 0,33 0,33 0,33 0,33 0,15 -0,33 -0,28 0,33 -0,33 -0,17 0,39 -0,31 -0,37 -0,21 -0,21 -0,22 0,26 -0,11 -0,27 0,30 -0,16 -0,22 0,14 0,40 
T0803-0654 0,17 -0,07 -0,10 0,24 0,00 -0,33 -0,42 -0,14 -0,43 0,48 0,24 -0,33 0,29 0,42 -0,43 -0,47 -0,50 0,02 -0,32 0,15 -0,15 0,33 -0,10 -0,07 -0,02 -0,27 0,47 0,15 
Caldi-678 0,06 -0,33 -0,09 -0,06 0,03 0,04 -0,24 -0,13 -0,05 0,25 -0,06 -0,32 -0,15 0,42 0,25 0,09 -0,04 -0,11 0,26 0,35 -0,29 0,03 -0,09 0,10 0,19 -0,30 0,25 0,38 
CFX109 -0,47 0,10 -0,18 -0,33 -0,29 0,31 0,13 -0,24 0,62 -0,34 -0,32 -0,14 -0,18 0,30 -0,09 0,07 0,00 0,32 0,09 -0,09 0,03 -0,30 0,10 0,08 -0,10 0,59 -0,39 -0,34 
CFX64 -0,52 0,26 -0,44 -0,39 -0,38 -0,13 0,14 0,04 0,28 -0,10 -0,04 -0,15 0,17 -0,10 -0,25 0,13 0,23 0,44 0,07 -0,14 -0,02 0,03 0,23 -0,37 0,06 0,43 -0,29 -0,21 
CFX197 -0,34 -0,07 -0,39 -0,34 -0,44 0,15 -0,08 -0,34 0,50 -0,11 -0,14 -0,30 -0,15 0,19 -0,29 0,33 0,34 0,03 -0,08 -0,22 0,07 -0,14 -0,13 0,06 -0,19 0,23 -0,24 -0,08 
CFX1151 0,34 -0,25 -0,15 0,11 -0,19 -0,15 -0,28 -0,22 -0,15 0,22 0,28 -0,07 0,00 -0,15 -0,46 0,27 0,31 0,02 0,06 0,02 -0,23 0,33 0,30 -0,31 0,10 -0,17 0,43 0,17 
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Fosforany rozpuszczone i lotne kwasy tłuszczowe w dopływie prezentowały podobne 
zależności z udziałem poszczególnych bakterii Chloroflexi w mikrobiocenozach osadu 
czynnego (Rysunki 30 i 31): współwystępowały z typem Chloroflexi (CFXmix, GNSB-941 
(negatywne korelacje z tą grupą), analiza skupień), Ca. „Amarilinum spp.” (CFX64, PCA) 
oraz korelowały z Ca. „Sarcinathrix spp.” (CFX 1151) i Ca. "Defluviifilum spp." (T0803-
0654). Fosforany dodatkowo w PCA prezentowały podobne tendencje jak organizmy z 
podgrupy 1 Chloroflexi (CFX784).  
 
 
Rysunek 26. Diagram drzewa utworzony dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami 
oligonukleotydowymi i badanych parametrów technicznych oraz technologicznych w oczyszczalni III. Skala do 
3 500 000. 
 
 
Rysunek 27. Diagram drzewa utworzony dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami 
oligonukleotydowymi i badanych parametrów technicznych oraz technologicznych w oczyszczalni III. Skala do 
50 000. 
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Rysunek 28. Diagram drzewa utworzony dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami 
oligonukleotydowymi i badanych parametrów technicznych oraz technologicznych w oczyszczalni III. Skala do 
2 000. 
 
 
Rysunek 29. Diagram drzewa utworzony dla liczebności grup bakterii oznaczanych sondami 
oligonukleotydowymi i badanych parametrów technicznych oraz technologicznych w oczyszczalni III. Skala do 
100. 
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Analiza głównych składowych (Rysunki 30 i 31) pokazując różnice i podobieństwa w 
liczebności bakterii nitkowatych oraz parametrach chemicznych i operacyjnych w III 
oczyszczalni ścieków. Zmienne określone są na płaszczyźnie dwóch czynników. 
Zidentyfikowano dwa główne składniki wyjaśniające 62% wariancji (Tabela 23). Poprzednio 
w podobnym badaniu polskich oczyszczalni ścieków udało się wyjaśnić 57% wariancji 
(Miłobędzka i wsp., 2016). 
 
Tabela 23. Wartości własne uzyskane w analizie głównych składowych dla liczebności grup bakterii 
oznaczanych sondami oligonukleotydowymi i badanych parametrów technicznych oraz technologicznych w 
oczyszczalni III 
sk
ła
d
o
w
a Analiza składowych głównych - podsumowanie. Liczba składowych: 4 
62.3293% sumy kwadratów wyjaśniane jest przez wyodrębnione składowe. 
R2X 
 
R2X(skumul.) 
 
Wartości własne 
 
Q2 
 
Granica 
 
Q2(skumul.) 
 
Istotność 
 
Iteracji 
 
1 
 
0,226175 0,226175 7,926748 -0,025671 0,082935 -0,025671 Tak 6 
2 
 
0,193679 0,419853 6,768816 0,125624 0,086957 0,103177 Tak 13 
3 
 
0,123867 0,543720 4,333246 0,033606 0,091429 0,133316 Tak 12 
4 
 
0,079572 0,623293 2,788658 -0,058359 0,096436 0,082738 NIEZNANA 19 
 
PCA pozwoliło wskazać silne pozytywne zależności pomiędzy bakteriami Ca. 
„Sarcinathrix spp.”, Ca. "Promineofilum" oraz całym typem Chloroflexi. Nieco słabsza 
zależność występowała między tymi bakteriami a Ca. „Amarilinum spp.”  oraz inną podgrupą 
Chloroflexi (hybrydyzacja z sondą CFX784). Natomiast z indeksem osadu powiązane były 
bakterie oznaczone sondami GNSB941 oraz CFX109. Liczebność pozostałych, trzech grup 
bakterii – Kouleothrix (morfotyp 1851), rodzaj Caldilinea, Ca. "Defluviifilum spp." łączyła 
silna pozytywna relacja kształtowana najprawdopodobniej przez zawartość fosforanów 
rozpuszczonych w dopływie do oczyszczalni oraz temperaturę i stężenie lotnych kwasów 
tłuszczowych w reaktorze. 
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Rysunek 30. Wykres przedstawiający wektory połączone z początkiem układu współrzędnych, reprezentujące 
zmienne pierwotne na płaszczyźnie wyznaczonej przez dwie główne składowe dla liczebności grup bakterii 
oznaczanych sondami oligonukleotydowymi i badanych parametrów oczyszczalni III.  
Rysunek 31. Wykres przedstawia dwie serie danych rozpięte na dwóch pierwszych składowych dla liczebności 
grup bakterii oznaczanych sondami oligonukleotydowymi i badanych parametrów w oczyszczalni III 
azot 
ogólny 
CHL1851 
fosfor 
ogólny 
pH 
GNSB-
941 
CFX 109                 CFXmix ChZT        azot 
amonowy CFX6
4 
zawiesina 
og. 
GNS6
67 
BZ
T
5
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II.4.11. Potrzeba dalszych badań 
 
W niniejszej dysertacji udało się znacząco zmniejszyć odsetek niezidentyfikowanych 
jednostek filogenetycznych w ramach typu Chloroflexi oraz wyjaśnić ponad 62% zmienności 
ich liczebności. Badania te powinny być kontynuowane w większej skali, obejmując dłuższy 
okres badawczy, na podstawie którego możny wnioskować o zmienności sezonowej 
szukanych grup bakterii oraz dla większej liczby obiektów – oczyszczalni ścieków dla 
generalizowania i weryfikacji wniosków.  
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II.5. WNIOSKI 
  
1. Bakterie nitkowate są obecne w osadzie czynnym polskich, pełnoskalowych 
oczyszczalni ścieków zarówno w obiektach dotkniętych problemami 
eksploatacyjnymi jak i funkcjonujących prawidłowo. W prawidłowo funkcjonującym 
obiekcie Chloroflexi stanowią średnio 11% mikrobiocenozy reaktora. W polskich 
oczyszczalniach ścieków komunalnych mikrobiocenozy bakterii nitkowatych złożone 
są z trzech głównych grup: typ Chloroflexi, rodzaj Haliscomenobacter i rodzaj 
Microthrix. 
2. Zespół czynników środowiskowych w  reaktorze biologicznym miał wpływ na rodzaje 
bakterii w zespole Chloroflexi oraz  ich wzajemne relacje.  Mikrobiocenozy osadu 
czynnego były względnie podobne i stosunkowo stabilne w całym okresie 
badawczym, choć odnotowano znaczący wzrost liczebności Microthrix skorelowany z 
temperaturą.  Drobne różnice między oczyszczalniami odnotowano głównie w 
występowaniu lub braku typów 1851 i 0803.  
3. Na liczebność Chloroflexi w oczyszczalni, gdzie nie dominowały Microthrix oraz ich 
obecność nie korelowała z indeksem osadu mają wpływ parametry technologiczne i 
wskaźniki techniczne w procesie oczyszczania ścieków oraz źródła węgla w 
dopływającym ładunku ścieków: znaleziono istotne statystycznie pozytywne liniowe i 
nieliniowe, średnie i silne korelacje pomiędzy grupami Chloroflexi. Istnieją  silne 
pozytywne zależności pomiędzy bakteriami Ca. „Sarcinathrix spp.”, Ca. 
"Promineofilum" oraz całym typem Chloroflexi (PCA). Powiązane z tymi grupami są 
także Ca. „Amarilinum spp.”  oraz inna podgrupa Chloroflexi (hybrydyzacja z sondą 
CFX784). Liczebność Kouleothrix (morfotyp 1851), Caldilinea, Ca. "Defluviifilum 
spp." łączyła silna pozytywna relacja kształtowana najprawdopodobniej przez 
zawartość fosforanów rozpuszczonych w dopływie do oczyszczalni oraz temperaturę i 
stężenie lotnych kwasów tłuszczowych w reaktorze. 
4. Część problemów eksploatacyjnych oczyszczalniach ścieków związana jest z bliżej 
nie zidentyfikowaną frakcją bakterii z typu Chloroflexi. Wzrost zawartości biomasy 
określonych szczepów Chloroflexi w kłaczkach osadu czynnego pogarsza ich 
opadalność i przyczynia się do wzrostu indeksu osadu czynnego, na co wskazuje 
korelacja indeksu osadu  z  bakteriami oznaczonymi sondami GNSB941 oraz 
CFX109. 
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5. Wyniki liczebności bakterii uzyskane metodami sekwencjonowania amplikonu 16S i 
FISH korespondują ze sobą. Jednak metoda FISH nie zawsze pozwala wykryć 
komórki bakteryjne,  ale z pewnością pokazuje które z organizmów były aktywne w 
momencie poboru próbki. Z badania wynika, że technika NGS lepiej sprawdza się 
przy wykrywaniu mniejszej liczby bakterii i definiowaniu ich filogenezy. 
6. Na podstawie cech określonych z zastosowaniem obserwacji mikroskopowych Ca. 
„Amarilinum  spp.” zaklasyfikowano do typu 0092 wg Eikelbooma.  
Optymalne dla sondy CFX64 hybrydyzującej z  Ca. „Amarilinum  spp.”  stężenie 
formamidu wynosi 30%, obserwowano także pozytywny sygnał w połączeniu z 
sondami ogólnymi EUBmix i CFXmix. Badania MAR-FISH wykazały wysoką 
specjalizację Amarilinum, korzystają one  jedynie z monocukrów, odnotowano wysoki 
pobór aldoheksoz: glukozy i galaktozy oraz mieszany pobór ketozy – fruktozy. 
7. Badanie z użyciem systemu Biolog® EcoPlates potwierdziło, iż może być 
wykorzystany do rozróżniania mikrobiocenoz osadu czynnego, jednak w trakcie 
badania należy zwrócić uwagę na wpływ rozcieńczalnika i homogenizacji na 
intensywność metabolizmu osadu czynnego.  
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